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A. Introduction 

The breeding system, like all other aspects of the phenotype, is 
subject to genetic control. The breeding behaviour, however, is a 
unique aspect of the phenotype in many ways. It is, for example, the 
only aspect of the phenotype which cannot be determined without 
breeding experiments. What is more, changes in breeding behaviour 
unlike other phenotypic changes, lead, albeit indirectly, to changes in 
the genotype: they are interrelated. 
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The breeding system can change following an internal, genetic 
change, for example a mutation at a locus affecting compatibility, or 
crossing-over in a complex such as that controlling morphological and 
physiological heterostyly in Primula. 

Sometimes, however, a change in the breeding system is imposed 
by changes external to the organism — imposed, that is, in so far as a 
change in the breeding system is the only alternative to extinction. 
Thus, colonizing individuals relatively isolated from others of their 
kind, are often forced either to inbreed or to hybridize (DARLINGTON 
1956)., In other words, colonization is often accompanied by either a 
contraction of the breeding group or its expansion beyond its normal 
limits. The consequences will depend, amongst other things, on the 
demands of the environment. If the new environment cannot be effec- 
tively colonized by the original genotypes then selection will favour new 
types produced either by inbreeding or by hybridization. If, on the 
other hand, the original genotypes are favoured then colonization will 
often be accompanied by the selection of mechanisms like interchange 
heterozygosity or apomixis which tend to maintain the balance of the 
original system, a balance which the externally imposed change in the 
breeding system tends to destroy. 

Where hybridization and/or polyploidy is involved the new type 
must be represented by a few, even one individual. This must mean 
that a change towards greater inbreeding is involved at some stage or 
other in all speciation. For this reason it is our view that a study of 
the effects of enforced inbreeding is one of the main sources of informa- 
tion regarding the potentiality for evolutionary change. Inbred lines 
are the Galapagos Islands of experimentation. 

In earlier accounts we have described inbred populations of Per:- 
planeta americana and Blaberus discoidalis (SERV.) where the balance 
of the original type was conserved by interchange hybridity. In both 
these types the original chromosome system facilitated the establish- 
ment of interchange heterozygosity (LEwIs and JoHN 1957, JoHN and 
Lewis 1958, 1959). These populations were well established and there- 
fore they had been subjected to natural selection over a long period. 
Consequently the initial unbalance and breakdown which is expected 
to follow a change to inbreeding was not and indeed could not be observed. 

The present account deals with the effects of enforced inbreeding 
on a laboratory culture of Pyrgomorpha kraussi, a locust where the ba- 
lance of the original genotype cannot be satisfactorily conserved by 
interchange heterozygosity because of the acrocentric nature of the 
chromosomes. This culture of P. kraussi was studied during the early 
stages of enforced inbreeding. The investigation reveals a breakdown 
in the stability of chromosome behaviour and its restoration partic- 
ularly under the stabilizing influence of supernumerary B chromosomes. 
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B. Material and Technique 

Pyrgomorpha kraussi (Superfamily Acridoidea; Family Pyrgomorphidae) is a 
small locust fairly widespread throughout Central, West, and East Africa. The 
culture was kindly supplied by the Anti-Locust Research Centre, London, and was 
started from a single egg pod obtained from the wild which contained 83 eggs. 
From this pod 76 nymphs subsequently hatched: 36 of these died. Of the 40 survi- 
vors 4 pairs were mated in isolation and the remaining 32 were kept as a mass 
breeding unit. 

Assuming that the eggs of a single egg pod were fertilized with sperm from a 
single male — a point not yet established — then the F, generation was the product 
of sib mating. It is certainly safe to conclude that these individuals were obliged 
to inbreed more closely in culture than in nature. The individuals studied by us 
were from the F, and F, generations. 

The testes of 27 male imagines or last instar nymphs were vivisected under 
insect saline (BAKER 1950). The orange fat body which invests the individual 
follicles of the gonad were dissected away before fixing in a 1:3 acetic-alcohol 
mixture. Ovarioles of 15 last instar female nymphs were treated in the same way. 
Acetic-orcein squash preparations were made in all cases. 


C. Observations 
I. The standard complement 


The standard complement of A chromosomes in P. kraussi is 2n = 19 
in the male and 2n= 20 in the female, there being an XO/XX sex 
chromosome mechanism. Thus P. kraussi agrees with the Indian 
pyrgomorphids studied by RAMACHANDRA Rao (1937). 

All the chromosomes in the complement are rod-shaped (Fig. 1) 
which indicates that they are either acro- or telo-centric (MARKS 1957). 
Those of acridoids are generally held to belong to the former class 
(WuiITE 1936, 1951) but this view has been challenged by Makino and 
Momma (1950). The evidence for the acrocentric nature of the chromo- 
somes in P. kraussi is, in the main, similar to that presented by WHITE 
(1936) and Darutneton (1936). In addition we have extended the 
centromeric constriction by pre-treatment with colchicine so that the 
short arm is clearly visible (Fig. 2). The occasional occurrence of multiple 
associations where consecutive chiasmata are terminal also suggests 
that the centromeres are not at the end (Fig. 35). Normally this would 
be cogent evidence but in our material structural aberrations are not 
uncommon and these may include centric shifts. 

On the basis of relative length the members of the A complement 
can be classified into three arbitrary categories (Fig. 1) as. follows: 


Long = 2 pairs of autosomes and the X chromosome, 
Medium = 5 pairs of autosomes, 
Short = 2 pairs of autosomes. 


The X chromosome is probably the longest member of the complement. 

a) The X chromosome. In the male the X chromosome is usually 
understained at all stages of mitosis and its anaphase separation is some- 
40* 
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times delayed. The negative heteropycnosis and the delay may be cor- 
related (JoHN 1957, Lewis and ScuppER 1958). Sometimes the two 
X chromosomes in the female are slightly understained (Fig. 17). 

At telophase of the last pre-meiotic mitosis in the male the X chro- 
mosome becomes positively heteropycnotic as the autosomes uncoil 





Figs. 1—4. 1: Male mitotic complement (1500 x ). 2: Single mitotic chromosome after 2 hours 
pre-treatment with 0.05% colchicine (2000 x). 3: Mitotic phase with X undercondensed 
(850 x). 4: Telophase of last pre-meiotic mitosis with X positively heteropycnotic (850 x ) 


(cf. Figs. 3 and 4). It remains in this condition throughout the meiotic 
prophase (Figs. 11 and 12). Usually by metaphase the X chromosome is 
again negatively heteropycnotic except at the ends (Fig. 5). Clearly 
this chromosome contains more than one type of heterochromatin. The 
X chromosome of Mecostethus grossus behaves in a similar fashion 
(Kiin@stEpDT 1941). 

The X chromosome often hasastretched appearance at met-anaphase 
of the first division of meiosis (Figs. 6 and 7). This may be because the 
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positively heterochromatic, 
non-centric end is showing e 
neo-centric activity or more 


probably because the despi- ae 
ralising chromosome is being ¢ 
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drawn through a resisting 
spindle. It is possible that 
the unpaired X chromosome 
may disjoin without first con- 


gressing but occasionally it ‘ j 
lags at first anaphase. Never- 
theless this division is invar- 5 6 d 7 


iably reductional for the X. 


Figs. 5—7. Nature of X chromosome at first male 
b) The autosomes. One meiosis (all 1800 x). 5: Metaphase I, note differen- 
tial appearance of the chromosome ends. 6 and 7: 


of the autosomes (P) has a anaphase I, note stretched appearance of the X 
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Figs. 8—10. Association of X and P;; at male meiotic prophase (all 2000 x). 8: Zygotene. 
9: Diplotene, note presence of a terminal chiasma in the short euchromatic region of P;;. 
10: Diplotene, here the two P chromosomes have failed to pair specifically but are 
nevertheless associated non-specifically by their heterochromatic segments 
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large proximal heterochromatic segment which, like the X, is positively 
heteropycnotic at prophase of meiosis. As a result these chromosomes are 
often associated non-specifically (Figs. 8 to 10). The P-bivalent has a short 
euchromatic segment where the single chiasma usually forms (Fig. 9). 
Occasionally a chiasma fails to form but even then the two homologues 
may remain together until diplotene by the non-specific association 
of their heterochromatic segments (Fig. 10). 





ye ays ae FE ea 
Figs. 11—14. Normal male meiosis (all 850 x). 11: Diplotene (¢ 5). 12: Diakinesis 
(¢ 11). 13: Pre-metaphase (stretch ¢ 5). 14: Metaphase I (¢ 11) 


The heterochromatic segments of the P-chromosomes do not become 
negatively heteropycnotic at the later stages of division, nor are they 
pycnotic before meiosis. There are then at least four types of chromatin 
in the complement distinguishable by their condensation cycles. 

The remaining autosomes are euchromatic and in them condensation 
begins near the ends at meiosis and this can sometimes be seen at 
mitosis (Fig. 23). This property is not as striking in P. kraussi how- 
ever, as in other locusts we have studied, e.g. Schistocerca gregaria and 
Locusta migratoria. 
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With the formation of the first meiotic spindle a slight but definite 
stretching of the bivalents precedes their congression (Fig. 13). The 
chromosomes tend to lie on the periphery of hollow spindles. This 
is particularly obvious at. the second meiotic metaphase although one 
or two, usually the smallest chromosomes or the univalent X, may occupy 
a more central position (cf. Dar~ineton 1939, Lewis and ScuDDER 
1958). Hollow spindles appear to be common in acridoids. We have 
found them, for example, in Locusta, Schistocerca, Eneoptera, Romalea, 
Eyprepocnemis, and Chorthippus. 


II. Chromosome variation within and between individuals 


a) The B chromosome. A single B chromosome was observed in 
12 of the 27 males (44%) and 5 of the 15 females (33%) examined 


Table 1. Analysis of chromosome variation in the germ line of 27 males of P. kraussi. 
The most common cell class is shown in italics. The first two horizontal rows 
contain pooled data _ : 





















































% Cells 
Indi- x Total 
Karyotype | vidual]Stand-| s, | s+ |s+|s+|s+|s+|s+ | Poly- |cells 
No. ey 1A 24 | 3A | 4A | 5A | 6A | 7A | ploid 
S+B ]12—21] 99.8 | --- | «++ [ere] eee] ere] eee] ess | 0.2 11380 
]—4 99.5 eve eee eee eee eee eee eon 0.5 950 
6 92.5 eee eee eee eee eee eco eee 7.6 200 
ll 79.2 ees 2.0 eee eee eon eee eee 8.0 250 
s 8 76.0 | 0.25 | 21.75 | -:- 2.0 | 400 
5 73.4 oes eee eee eee 26.6 300 
10 71.9 -++ 110.7 OS] ess ree] ees | 08 9.3 | 260 
9 65.6 | 6.2 6.0 6.0] 5.6] 1.0] 0.2] --:- 0.6 | 500 
7 41.2 | 22.9 4.6 |28.4] 0.4] «+: |] -:: 2.5 | 240 
27 3.8 |53.6 | 27.1 5.4| 0.5 0.5 | 185 
25 -++ |36.8 |32.3 3.4 27.5 87 
S+(1—2)A] 94 ae oa Pe ee 0.8 | 250 
26 1 0.9 | 84.3 0.5 | 12.9] 0.2 0.2 | 570 
+ 2 30.7 7.3 | 52.7 1.3] 4.7] 0.6 “ae 150 
S+2A+B/ 99 | 335 | 2.5 | 46.0 |10.5| 3.0| 4.0 0.5 | 200 


(Tables 1 and 8). This difference is not significant. The B chromosome 
appears to be homologous in all cases. It is acrocentric and smaller 
than the smallest member of the A complement (Figs. 15 to 18). We 
have not found any variation in the number of B chromosomes within 
an individual. 

At prophase of meiosis in the male the B chromosome is invariably 
positively heteropycnotic (Fig. 19). At first anaphase the B chromosome 
may lag but invariably moves undivided to one pole. This movement is 
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random relative to the X chromosome (Figs. 21 and 22). The B chro- 
mosome divides at second division. There is no evidence for either 
accumulation or elimination at mitosis or meiosis. This constancy is 
in marked contrast to the behaviour of most B chromosomes and is 
particularly surprising in view of the fact that the A chromosomes are 
unstable in nearly half of the males examined. 


vy 
x, ? ~X 


16 18 


Figs. 15—18. Supernumerary chromosomes at mitosis (all 850). 15 and 16: Male 
metaphase plates (3’s 18 and 20). 17 and 18: Female metaphase plates from egg mitoses 
(2’s 38 and 42) 


b) Instability. The instability of the karyotype is revealed in four 
ways—in the occurrence of: 

i. Polyploid cells, 

2. Aneuploid cells, 

3. Chromosome breakage at meiosis, and 

4. Unspiralised regions at meiosis. 

Except, of course, in the case of polyploidy, the B chromosome and the 
X chromosome are never involved. 

1. Polyploid cells. These were found in 17 of the 27 males examined 
(nos. 2, 3, 5 to 12, 18, and 22 to 27). In most cases the frequency of 
polyploid cells was relatively low (Table 1) but in two cases (Individuals 5 
and 25) over 20% of the cells were polyploid. The majority of the poly- 
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ploid cells are tetraploid or hexaploid but various levels of polyploidy 
up to 22-ploid have been found at meiosis (Table 2). Multivalent forma- 
tion occurred in some cases but not in others (Table 3). What is more 
the different levels of polyploidy are not in a strict geometrical pro- 
gression. These observations must mean that polyploid cells arise in 
two ways. 





Figs. 19—22. Behaviour of the B chromosome at male meiosis (all 850 x ). 19: Diplotene 

(¢ 12), X, Pz; and B all overcondensed. 20: Metaphase I (¢ 18), univalent B and X lying 

off the spindle equator. 21 and 22: Anaphase I with B moving to the same (¢ 5) and to 
the opposite (¢ 9) pole as the X respectively 


First by spindle failure leading to the production of polyploid 
resting nuclei. In these, or their mitotic products, multivalent forma- 
tion can occur at meiosis. Secondly, by a failure of cytoplasmic division 
leading to the production of mutinucleate cells. Multivalent formation 
cannot occur in these but the nuclei can fuse after pairing is completed 
(probably on the meiotic spindle) to give polyploid cells. Both these 
related anomalies have occurred in the production of some polyploid 
cells as shown by the formation of multivalents in polyploid cells not 
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in the geometric series. This further suggests that these abnormalities 
occur in islands of cells. 

In the polyploid cells: 

(a) The proportion of multivalents is always low and only the larger 
chromosomes are involved (Table 3). The relatively low chiasma 


Table 2. Analysis of 80 polyploid cells at meiosis in individual 
Nod 





No. of X’s present 2 3 4 5 9 11 
No. of cells 60 it ies Wee, 1 1 1 























frequency and the acrocentric nature of the chromosomes are significant 


in this connection. 

(b) Multivalent associations higher than four have not been found 
_ (e.g. see Figs. 27 and 28). 
(c) Associations of three are less common than associations of four. 


Table 3. Analysis of meiosis in 60 f (d) hala x earn said ad 
tetraploid celle of individual No. 5 pair (Figs. 25, 27, 28). 












































ae — iv 2 (e) In the high polyploid cells 
ST Toa. Ring Neils. the chromosomes may be exces- 
sively sticky and may fuse into 
0 Bog (eng cpa 29 pycnotic masses. Rarely, the 
1 ar 2: Nee 3 complement may show wholesale 
l ee 1 Se 12 fragmentation. 

Pee. Gs 1 6 (f) Meiosis is usually comple- 
fis 2 ane 3 ted at least in those cells with 
: oars 1 1 4 lower levels of polyploidy. Poly- 
ss! 3 ao 9 ploid spermatids have been ob- 
served (Fig. 26) but these may be 

' : < inviable (cf. Evans 1954). 


2. Aneuploid cells. 11 of the 27 males examined contained aneuploid 
cells (Table 1). Of these only two carried the supernumerary B chromo- 
some (nos. 22 and 23). The variation between cells within individuals 
is considerable and as many as seven extra autosomes may be present 
(see Figs. 29 to 39). There is also considerable difference between indi- 
viduals as regards. the frequency of aneuploid cells and the pattern of 
variation. This suggests that mitotic non-disjunction can occur at 
different stages in the germ line and that different numbers of chromo- 
somes may be involved. It is probable that the cells with a large number 
. of extra autosomes were produced by progressive non-disjunction and 
that some of the cells with few or no extra chromosomes are their com- 
plementary products. In other words, cell lineages are involved as in 
the case of high polyploid cells. 
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Most commonly, the small medium chromosomes are the ones present 
in excess. Two multivalents and two P-bivalents have been found in 
the same cell. This means that at least three chromosomes are subject 
to non-disjunction at mitosis. 

The aneuploid cells in eight of the eleven individuals are very similar 
in their meiotic behaviour (nos. 7, 8, 22 to 27) and the analyses have 








Figs. 23—26. Tetraploid cells. 23: Mitosis (¢ 19, 500 x). 24: Diplotene, RIV +1671 +2X 
(35, 850 x). 25: Metaphase I, 2CIV +1411 +2X, chains in linear orientation (¢ 11, 
850 x). 26: Tetraploid spermatid nucleus with two heteropycnotic X masses (¢ 9, 850 x) 


been pooled in Table 4. From this it can be seen that in the aneuploid 
cells of these individuals: 

a) When two or more extra autosomes are present they usually form 
extra bivalents as far as this is possible. 

b) Univalents are common only in numerically uneven cells. 

c) No quadrivalents were found in the 1,420 cells analysed and 
trivalents are rare even though four of the eight individuals (nos. 24 
to 27) are presumably polysomic. 
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27 


28 


Figs. 27 and 28. 27: Metaphase I in a hexaploid cell 2617 + 21 +3X(¢é 5,850 x). 28: Meta- 
phase I in an 18-ploid cell, 9 X chromosomes present. This cell contains numerous multi- 
valent associations (¢ 5, 500 x) 


The remaining three individuals are different. In one of them 
(no. 9, Table 5) a trivalent was found (Fig. 37) in seventeen cells out 
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Figs. 29—32. Meiotic behaviour of a single extra autosome (all 850 x). 29: Diplotene 
(¢ 26). 30: Metaphase I (3 9). 31: Anaphase I (¢ 27). 32: Metaphase II (¢ 26) 


of twenty-nine containing three extras from a total of one hundred and 
five aneuploid cells observed (16.2%). The other two individuals 
(nos. 10 and 11, Table 6) were the only ones in which quadrivalents 
have been seen. In these, 

too, fewer than nine biva- Table 4. Analysis of meiosis in 1420 aneuploid 






































lents have been found at cells from 8 individuals (pooled data) 
meiosis in aneuploid cells No. of cells 
(Fig. 35). With |s+1a|8+2A]573A]S+4A|S+5A 

The formation of multi- 

: TI “Or aoe 2 Q* 

valents by the medium 
sized chromosomes is un- I i Ba 69 pe 10 
expected in view of their 21 = oe i 
absence in polyploid cells. 31 * oa. © 
The difference may be due __II’s only [><] 1025 [><] & [>< 
to a difference in timing * Aiso with 1 univalent 


relationships in the two 
types of cell or because the medium sized chromosomes are better able to 
“compete” for chiasmata when the larger chromosomes are not present 
in excess. Chiasma frequency is generally low, ca 1.1 chiasmata per biva- 
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* <A 35 39 


Figs. 33—39. Meiotic behaviour of cells with 2 to 5 extra autosomes (all 850 x). 33: Di- 

plotene 1077 + X (¢ 8). 34: Anaphase I, 1077 + X (¢ 26). 35: Diplotene, 877 +11V +X 

($10). 36: Metaphase I, 1077 +1+X (623). 37: MetaphaseI, 977 +JII +X (¢é 9). 
38: Metaphase I, 1177 + X (¢ 26). 39: Metaphase I, 1177 +I + X (¢ 23) 


lent, in cells with a normal complement; other things being equal com- 
petition is not expected under such circumstances. That failure of pair- 
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ing is infrequent argues in the same direction (MATHER 1936). But size 
differences do exist and with higher chiasma frequencies per chromo- 
some (which can follow the addition of chromosomes, MATHER 1939) 
competitive-conditions may obtain. These questions will be discussed 
elsewhere when more information is available. 


Table 5. Analysis of meiosis in aneuploid cells of individual No. 9 





















































No. of cells ’ Total 
meiotic 
S+1A $+2A S+3A S+4A — 
ploi 
9II+I | 911 +21 10IT 911 +31 | 1011 +I | 911 +111} 1011 + 20 1111 cells 
31 5 25 1 ll 17 3 12 105 
Table 6. Analysis of meiosis in aneuploid cells of males 10 and 11 
aeaniens No. of cells Total 
ndividua " . meiotic 
No. S$+2A S+4A S+7A aneuploid 
1011 8II+III+1I | 811+IV | 9II+IV | 9II+IV+III cells 
10 see 25 3 1 1 30 
ll 4 l eee eee eee 5 




















Univalents may lag at first divi- Gihle 7. Hicidencs of aedbeed 




















sion and then move undivided to one lies of meiosis in 4 males 
pole (Figs. 29 to 31). They divide at : % coll 

second division (Fig. 32). Other asso- vine . ae 
ciations behave as expected. Chain LiaesdE wertaanast, Ba 
multivalents are usually linear in their 27 10] 81 185 
orientation. Individuals where multiple 9 14174 500 
associations were observed are also the 10 73| 260 














ones with the highest frequency of 
breakage at meiosis (Table 7). 

3. Chromosome breakage. In four individuals chromosome breakage 
was observed at meiosis (Table 7). Usually one, rarely two bivalents 
per cell were affected. The size of the deleted portion varied but most 
commonly the locus of breakage was in the intercept between the centro- 
mere and the chiasma (Fig. 40). Small fragments were observed at meta- 
phase of first division (Fig. 41) but fragments were not seen at the second 
division. 

4. Understained regions. Unspiralised or despiralised regions were 
found at a low frequency (1%) in five individuals. In two others, 
however (Table 7), the frequency was considerably higher. WHITE 
(1957) is of the opinion that this phenomenon is fairly common in 
acridoids. It has also been found in inter-population hybrids in Meco- 
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stethus grossus and in irradiated material of English Mecostetht (Ki1NG- 
STEDT 1941). 


' 


we. | 


a a 


Figs. 40 and 41. Spontaneous meiotic deletion (850 x ). 40: Diplotene with breakage, after 
pairing, proximal to a chiasma (d 10). 41: Meta-anaphase I with a minute fragment (¢ 11) 
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Figs. 42—44. Understained regions at meiosis in ¢ 9. 42: Metaphase I with 2 hetero- 

morphic bivalents (850 x). 43: Single bivalent at diakinesis with a constriction near the 

non-centric end (2000 x). 44: Single bivalent at prometaphase homomorphic for an 
understained region near the centromere (2000 x ) 


Individual bivalents are not easy to distinguish in P. kraussi and we 
have not yet accurately mapped the understained regions. But, in 
general : 

a) Only one member of a pair of homologues is affected (Fig. 42). 
This heteromorphism may be phenotypic and structural heterozygosity 
may not be involved. 

b) The understained regions occur near the chromosome ends, and 

c) Those at the non-centric end appear as definite constrictions 
(Fig. 43), but those at the centric end are usually more extensive (Fig. 44). 

KuinestEpT (1941) has argued that this anomaly does not depend 
on genotypic unbalance following inter-population crossing in his ma- 
terial of M. grossus, but that the bivalent heteromorphism does indicate 





OR 





structural heterozygosity. On the other hand, “‘starved”’ regions occur 
near the chromosome ends in inbred rye and these correspond to the 


heterochromatic regions revealed 
by cold treatment (RExEs 1955). 
We are of the opinion that their 
occurrence in P. kraussi is symp- 
tomatic of genotypic unbalance 
but are not prepared to discuss 
their nature at this time. 

A high frequency of breakage 
appears to be correlated with 
a low frequency of gaps.. We 
may have scored some gaps as 
breaks but the presence of frag- 
ments at anaphase indicates 
breakage. It is probable that 
the unspiralised regions are sus- 
ceptible to breakage at this time. 

5. Other anomalies. In two 
of the males (nos. 12 and 22) with 
a B chromosome we have found 
a few cells with a single minute 
chromosome (Fig. 45). The origin 
of this chromosome or fragment 
could not be determined: it may 
represent the short arm of a 
chromosome produced by mis- 
division. 

In several individuals (nos. 
7, 9, 17, 28 and 27) one of the 
smallest of the medium chromo- 
somes showed a sub-terminal con- 
striction (Fig. 46). This constric-' 
tion has never been seen in an 
individual with astandard com- 
plement but has been observed 
in cells which appear to have a 
standard complement and in 
cells where the standard com- 


plement is supplemented by a single B chromosome. Usually only 
one such chromosome can be recognised but two have been found 


in cells of the constitution: 


2n=19+ B+ X and 2n= 20-4 X (cf. Fig. 47). 


Chromosoma (Berl.), Bd. 10 
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Figs. 45-—47. Mitotic anomalies (all 850 x). 

45: 2n=18+X+B with an extra minute 

(¢ 22). 46: 2n =19 + X with a small medium 

autosome with a subterminal constriction 

(¢ 27). 47:2n =18 +X +2 extra autosomes 

and homozygous in expression for a secondary 
constriction (¢ 27) 


41 
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Only in one cell at meiosis did we see any evidence of a centric shift. 
We conclude therefore that this sub-terminal constriction is secondary. 
The appearance of the chromosome with a constriction is the same in 
different cells and individuals. It is thus in a different category from 
those gaps observed at meiosis. We think it probable that this is a 
nucleolar chromosome for which the individuals are homozygous but 
only one of which is usually seen. Heteromorphism for a nucleolar 
constriction and even for the organisation of a nucleolus is not un- 
common. 

6. Chromosome variation between females. No intra-individual varia- 
tion was found in the females examined but here meiosis could not be 
studied and their apparent greater stability may be spurious. Analysis 

of a total of 145 cells at 
Table 8. Classification of the 27 males of P. kraussi mitosis in the oogonia of 
on the basis of chromosome complement and stability 10 females showed them 
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were examined. 

7. Classification of the individuals. Abnormal behaviour of the 
A chromosomes is so common in males of our material that in some 
cases it is difficult to assign a chromosome formula to the individual. 
For example, of 87 cells observed in no. 25, 27.5% were polyploid, 
36.6% had one, 32.2% two and 3.4% had three extra chromosomes: 
no normal cells were found (Table 1). It would appear that in this 
individual non-disjunction occurred early in the germ line and that 
thereafter was uncommon. 

We have assumed that the most common cell type represents the 
zygotic complement. On this basis the individuals fall into various 
categories, viz. those with a standard complement, with or without a 
supernumerary B chromosome, and those which are polysomic for one 
or two members of the A complement, which again may or may not 
have an extra B chromosome (Table 8). 

The class which is polysomic for members of the A complement 
‘and which lack a B chromosome is well defined and has the following 
properties : 

a) The highest frequency of cells with a standard complement found 
was 4.1% in no. 26. 
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b) None of the normal cells found in nos. 26 and 27 were seen at 
mitosis. They are presumably the “hypoploid’”’ product of non-dis- 
junction, and 

c) Polyploid cells could not always be analysed accurately and the 
number of X chromosomes was sometimes used as a marker of the level 
of polyploidy. However in no. 25 where a large number of polyploid 
cells were observed these were also found to be aneuploid. 

The polysomic class with a B chromosome is less clearly defined than 
the others. S+2A-+ B is the commonest cell type in both individuals 
(nos. 22 and 23) belonging to this class but, in both, S+B cells occur 
with a frequency of over 30%. 


We have further classified individuals as stable or unstable. Some 
chromosome variation is expected in all individuals where large cell 
samples are taken. Polyploid cells, in particular, are not uncommon 
in acridoids (RoTHFELS 1950, WuiTE 1951). We have therefore classed 
as stable any individual where the commonest cell type occurs with a 
frequency of more than 95%. These considerations lead to the classi- 
fication of males given in Table 8. Analysis of this data shows a signi- 
ficantly larger number of stable standard-complements in the B chromo- 
some class (7;j) = 6.251, P = 0.01—0.02) though this does not apply to 
complements containing extra autosomes (7,3) = 0.15, P = 0.50—0.70). 


D. Discussion 
I. Chromosome variation and the breeding system 

The chromosomes are the principal bearers of hereditary material 
and, not surprisingly, chromosome number and morphology have long 
been regarded as the most constant properties of a species both within 
and between individuals. It is becoming increasingly apparent, how- 
ever, that chromosome variation within the individual is common. A 
large number of examples have been added to the classic case of Ascaris. 
It has been shown, for example, that different levels of polyploidy and/or 
polyteny characterize different tissues (O’BrrEN 1956). This means 
that differentiation and chromosome changes during development are 
closely correlated. And from this it follows that these changes in the 
karyotype are genotypically controlled. 


Be this as it may, chromosome variation in the cells of the germ 
line is not common and those that occur are of potential evolutionary 
rather than developmental significance. Clearly, the stability of the 
karyotype is conditional. It depends on the genotype of the nucleus and 
the condition of the cytoplasm which, itself, is ultimately under genotypic 


1 Using Yates’ correction. 
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control. Since the balance of the genotype depends on the breeding 
system so then does the stability of the karyotype. 

In most stable genetic systems the frequency of spontaneous chromo- 
some mutation is low (GimuEs 1940, 1941, STEFFENSON 1953, 1955, 
NicHots 1941, WaLtTERs 1957). But a sudden change in the breeding 
system often results in genotypic unbalance with a consequent increase 
in the rate of spontaneous mutation. Hybridisation has this effect in 
Chorthippus (KLINGSTEDT 1937), Bromus (WALTERS 1951, 1955, 1957) 
and T'radescantia (GiLEs 1940, 1941). For example, in the F, generation 
of the cross T'radescantia paludosa x T.. canaliculata some of the individ- 
uals, like some from the F, generation show no spontaneous chromo- 
some mutation. But the average and the highest rate of mutation is 
higher in the F, than in either the F, or the parental generations. Now 
both genic and structural heterozygosity must be at its highest in the 
F, generation so that these cannot be held as the immediate cause of 
instability. Unbalance follows recombination between two genomes, 
each balanced, but balanced in different ways. Thus, as in the partial 
sterility of certain Lolium perenne x Festuca pratensis derivatives, segrega- 
tion is the cause of failure in the first generation and this leads to geno- 
typic unbalance in the second generation. This unbalance can lead to 
further errors in segregation (DARLINGTON and Maruer 1949). It is 
then in the generations following crossing that the effects of an unbalanc- 
ed genotype will be detected. 

A contraction of the breeding group also can lead to unbalance 
with consequent chromosome variation instability. This has been found 
in both rye and maize (REEs 1955). In man, following cousin marriage, 
unbalance is revealed in the later rather than the first generation follow- 
ing the change in the breeding system (DARLINGTON 1958a). 

This investigation on P. kraussi again shows the interrelationship 
between the genotype, the karyotype and the breeding system. Its 
particular interest lies in two directions. First in the extent of the break- 
down and secondly, in the way stability is restored. 


II. Stability and instability 

In this culture of P. kraussi cells of the germ line within individuals 
are distinguished in many of the ways that the karyotypes of different 
species are distinguished—a dramatic demonstration of the fact that 
those chromosome differences which can lead to speciation under certain 
conditions arise within species, within individuals: mutant individuals 
can be traced back to mutant cells. 

There is no reason to doubt that a similar burst of chromosome 
variation would follow a change in the breeding system under natural 
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conditions. But variation in itself is insufficient. Whether the original 
or an altered genotype is favoured by selection, they can play no part 
in long-term heredity and evolution unless their stability is restored : 
they must breed true to their kind. 


The difference between stable and unstable individuals, like the 
extent of instability is doubtless due to genotypic differences as has 
been shown in rye (REES 1957). But that between normal and abnormal 
cells within the individual is not due initially to such a difference. 
Once a mutant cell has arisen, however, its further behaviour may well 
depend less on the genotype of the cell that produced it and more on 
its own genotype. Control of the first type is found in the pollen grains 
of polymitotic maize, in those plants with a diplo/diploid incompatibility 
mechanism and in the eggs of Limnaea peregra. If islands of cells are 
affected in P. kraussi this would indicate some measure of control via 
the cytoplasm. Contrel of the second type is found in Oenothera muricata 
where karyologically different pollen grains and megaspores show dif- 
ferential viability and in those cases of haplo/diplo incompatibility. That 
this type of control is found in P. kraussi is indicated by the absence of 
hypoploid cells (the complementary products of non-disjunction) even 
though the synchronous divisions in regions of the follicle indicate a 
certain uniformity in the cytoplasm. Thus, unbalanced cells can pro- 
duce chromosomally mutant cells which, being genetically different, may 
have restored stability. This means that errors in reproduction and 
segregation in the germ line can achieve within the individual what 
genic recombination or the abnormal meiosis of an autotetraploid can 
achieve between generations. Thus, fertility is restored in later genera- 
tions in many of the Loliwm-Festuca derivatives and in many 
polyploids. 


In our material the extent of abnormality is so great in many cases 
that it is not always possible to distinguish between a polysomic indi- 
vidual and one where polysomy was established early in the germ 
line. It is significant, however, that in two individuals lacking a B chro- 
mosome no normal cells were found. One of these was unstable (no. 25) 
but in the other (no. 24) two extra A chromosomes were found in all 
but three cells (1.2%). What is more the only abnormality observed in 
the 2n=21 cells was 1% failure of pairing. This then would appear 
to be a case in point: a polysomic individual (or polysomic cells within 
an individual) produced by non-disjunction in an unstable genotype 
having restored stability. The polysomic cells of no. 8 are also relatively 
stable (Table 1). In general, however, the stable karyotypes either have 
a complement indistinguishable from that of the basic type or have a 
similar complement supplemented by a supernumerary B chromosome. 


Chromosoma (Berl.), Bd. 10 4lb 











610 K. R. Lewis and B. Joun: 


III. The conservation of heterozygosity 
The characteristic products of an outbreeding system are hetero- 
zygous because, under these circumstances, homozygotic combinations 
are seldom exposed to selection (MATHER 1955). In such heterozygous 
systems a change to inbreeding will produce relatively homozygous 
genotypes which, because they are untested by selection, are likely to 
be unbalanced. Balanced homozygotic combinations can of course be 
produced as they must have been in many habitual inbreeders. This is 
more likely where the change to inbreeding is a gradual process. It 
is less likely where the change is abrupt, and under these conditions 
a premium must be set on the conservation of heterozygosity. This is 
not because heterozygosity per se is favoured but because the relational 
balance which a heterozygous system carries is at an immediate selective 
advantage. 
é Heterozygosity can be conserved in a number of ways but where 
the amount of available variation is limited (as it must be with inbreed- 
ing) it can be conserved only at the expense of variation and often at 
the expense of effective fertility. Asexual reproduction conserves hetero- 
zygosity for the whole complement and interchange heterozygosity 
can do so for the major part of it. Both systems depend on the complete 
or partial suppression of recombination. Permanent interchange hetero- 
zygosity is precluded where the centomeres are terminal or nearly so 
as they are in P. kraussi. But there are other means of conserving 
heterozygosity for smaller regions of the karyotype. 

Individuals with extra chromosomes may be genetically polysomic 
though functionally diploid in the chromosome sense. This appears to 
be true, for example, in Clarkia (LEwis 1951). A change in the breed- 
ing system tends to give genic homozygosity in structural homozygotes: 
but where the extra chromosomes and those of the standard complement 
do not pair they can become homozygous in different ways. This like 
interchange hybridity, allopolyploidy and apomixis, conserves hetero- 
zygosity but it does not permit its release as free variation. This, of 
course, means that heterozygosity is favoured in the first place because 
of its phenotypic effects and not because of its variation potential. The 
work of THompson and Rzzs (1956) on inbred interchange heterozygotes 
in rye has shown that selection does not favour heterozygotes indis- 
criminately but heterozygosity for sets of genes. The observations of 
CaTOHESIDE (1936) in Oenothera where extra chromosomes can render 
viable an otherwise lethal structurally homozygous complex is also 
significant in this connection. So too are the observations of NAYLOR 
and REEs (1958) on Lolium perenne and L. temulentum. They found that 
the chromosomes of the latter were longer by about a third and concluded 
that this difference was mainly due to extra genetic material. What 











SET aay 














CTR ait A at, 


rn Soe ee 














Chromosome stability and inbreeding in aflocust 611 
polysomy can achieve for whole chromosomes, duplication can achieve 
for parts of chromosomes. Significantly L. perenne is an outbreeder but 
L. temulentum is an inbreeder. 

In our material structural rearrangements have occurred in members 
of the A complement and non-disjunction has given rise to polysomic 
cells. What is more, multivalent formation is usually rare in aneuploid 
cells and fewer than nine bivalents, certainly indivative of pairing be- 
tween the extra chromosomes and those of the basic set, were found in 
only two individuals (Table 6). 


IV. B chromosomes 


In most cases the origin of B chromosomes is not easy to determine 
and each case has to be considered independently. The only certain 
general conclusions that can be reached is that they must have originated 
from the A complement and that the B’s, in part, were originally equi- 
valent to the regions near the centromeres of the A chromosomes. 

Their origin near the centromere may have been one of the factors 
which initially reduced their ability to pair with genetically equivalent 
regions of the A complement. Crossing over in many cases is rare near 
the centromere and the differential distance is not absolute but relative 
to the length of the chromosome. B chromosomes are often shorter than 
members of the A complement and this could determine their failure to 
pair with the A chromosomes although they pair with each other. 

Whatever the determining factors, a characteristic feature of B chro- 
mosomes is that they are differential relative to the A complement. 
This means that they too can conserve heterozygosity for determinants 
near the centromere. But their isolation from the A complement can 
lead to independent evolution and in the case of ancient B chromosomes 
there is no compelling evidence to suppose that they are still genetically 
equivalent to any part of the A complement. In our material the in- 
frequency of pairing between the extra A chromosomes and those of 
the basic set means that one of the conditions for the production of 
B chromosomes is partially met. 

It is difficult also to determine the selective significance of B chromo- 
somes in many cases. This difficulty stems from two main causes. 
Firstly, the frequent inability to detect any effect on the external 
phenotype. Secondly, the common occurrence, often in the same organ- 
ism, of accumulation and elimination mechanisms. These mechanisms 
are well known in plants (Secale, Mintz1ne 1946, Anthoxanthum, OsTER- 
GREN 1947, Festuca, BosEMARK 1950) but there are fewer examples in 
animals. In Locusta migratoria elimination at meiosis may be as high as 
20% (RrEs and JamiEson 1954). In only one case, that of the planarian 
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Polycelis tenuis, has an accumulation mechanism been found (MELAN- 
DER 1950). In this species accumulation depends on an extra devision 
of the B chromosomes during meiosis in the ovary. A similar situation 
occurs occasionally during meiosis in the pollen mother cells of maize, 
but in most cases the accumulation mechanisms of plants depend on 
polarised non-disjunction either on the male side or on the male and 
female side. 

Comparable conditions of polarity exists in animals. In those with 
a multiple sex chromosome mechanism, numerically unequal separation 
of chromosomes occurs at either the first or the second division of 
meiosis in the heterogametic sex. In some cases, e.g. Heteroptera, this 
unequal separation occurs even when the chromosomes involved are 
not associated by chiasmata. This polarity at meiosis in the hetero- 
gametic sex could lead to a sex-linked non-disjunction of B chromo- 
somes so that male and female offspring would be differently endowed 
with them. Indeed Cimez lenticularis may be a case in point. In this 
species supernumerary chromosomes indistinguishable from X chromo- 
somes disjoin with the X chromosomes. Males and females thus have 
a different frequency of these chromosomes, which frequency is particular- 
ly high in cultures (DARLINGTON 1939). Such a differential distribution 
could be selectively significant. For example, the heterogametic sex 
is more affected by wide crossing than the homogametic sex (see Hat- 
DANE’S Rule, DARLINGTON and MATHER 1949). Perhaps the same rela- 
tionship or a reverse one will be found in inbred populations. The cell 
samples in the females of our material are small and meiosis could 
not be studied. 

Meiosis on the female side in animals is polarised also, for three of 
the four meiotic products are eliminated as polar bodies. The polarity 
of this division could be exploited so that offspring of both sexes are 
affected equally where the female is the homogametic sex. Time- 
dependent, temperature-affected polarised disjunction of the single 
X chromosome occurs in the psychid moth Talaeporia tubulosa where 
the males are homogametic. Evidently, the polarity of the egg mother 
cell has been exploited to give an adaptable sex ratio which is impor- 
tant in this species because the females are immobile (DARLINGTON and 
MATHER 1949). 

It is probable therefore that accumulation mechanisms involving 
non-disjunction do occur in animals and as so few observations have 
been made on meiosis in the female it is not surprising that cases have 
not been described. 

In our material there is no evidence, as yet, for either elimination 
or accumulation during pre-meiotic mitosis in the female or at any stage 
in the male. There is no significant difference between the distribution 
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of B chromosomes in the two sexes but the number of individuals ex- 
amined is not large. 


Individuals with two B chromosomes have not been found. This 
may be due to sampling variation and/or because these individuals are 
selected against. But probably, the age of the population is the major 
factor. The high frequency (38%) of individuals with a B chromosome 
in the absence of an accumulation mechanism, at least on the male 
side, suggests that these individuals are not subject to heavy negative 
selection. On the contrary, since all but two of these individuals are 
chromosomally stable it is very probable that the B chromosome is of 
positive adaptive significance. 


V. Metabolic DNA 


There is ample evidence to show that in most organisms DNA is, 
or is part of, the genetic material (cf. CALLAN and MaceRrEeaor 1958). 
But it does not follow that all DNA is genetic. There is increasing 
evidence that additional DNA occurs in the nucleus particularly in 
those cells like animal eggs which have before them a period of division. 
For example, it has been found that the primary spermatocytes of the 
rat (but apparently not those of the mouse) have a higher DNA content 
than expected from DNA determination of somatic tissues. This dis- 
proportionality persists throughout division and until the sperm have 
left the testis (Swrrr 1953). A similar situation has been found in the 
bull (LEUCHTENBERGER and ScHRADER 1955). Observations such as 
these suggest the necessity to distinguish between genetic DNA and 
metabolic DNA (DarLineTon 1955). They further suggest that although 
the genetic DNA may act mainly via RNA in the resting nucleus, it 
can act via metabolic DNA in the mechanically active nucleus. More 
specifically, that metabolic DNA may be important in relation to the 
mechanical aspects of chromosome behaviour. In fact BENDIcH (1952) 
has found that in actively dividing tissues two types of DNA can be 
distinguished. A relatively stable type and one which is more labile. 
In non-dividing tissue, on the other hand, he was able to detect only 
the first type. In one case, that of the egg in Tipula, it has been shown 
that the extra DNA is specifically associated with heterochromatin— 
even the heterochromatic region of an otherwise euchromatic chromosome 
(BAY REUTHER 1956). 


There are, of course, many cytological observations which show 
that heterochromasy and chromosome mechanics are closely related 
(DARLINGTON 1957b) so that there appears to be a correlation between 
chromosome mechanics, heterochromatin and extra DNA. We are not 
suggesting that the protein component is unimportant. There is evi- 
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dence that low DNA values are sometimes associated with variable 
and usually higher amounts of protein (LEUCHTENBERGER ef al. 1956). 
Asynapsis in the harlequin lobe of Loza flavicollis is associated with 
higher amounts of detectable histone: but ANSLEY (1957) has concluded 
that the difference is not due to an actual increase in the histone com- 
ponent but that either a change in the type of histone or a change 
in the union between histone and DNA is involved. 

Many aspects of chromosome behaviour are associated with the 
centromere in a gradient-like manner. It would not be surprising there- 
fore to find that materials affecting chromosome mechanics are often 
closely linked with the centromere (LEwis 1958). Regions near the 
centromere are often heterochromatic and the gradient effects in rela- 
tion to heterochromatin are also well known. As we pointed out earlier, 
B chromosomes which are often heterochromatic have their origin near 
the centromere. 

Where B chromosomes have been found, their most pronounced, 
indeed their valy detectable effects have been on cell division. It is 
in this light that we view the selective significance of B chromosomes in 
P. kraussi. Just as B chromosomes can unbalance some balanced 
genotypes, so can they restore stability in some genotypes unbalanced 
by a change in the breeding system. Their effect will depend on the 
genotype in which they occur. In our material the B chromosome 
appears to stabilise the standard complement but polysomic individuals 
with B chromosomes are unstable. 

In general, they will be of little advantage in organisms with a 
stable genetic system in a stable environment: they may then even 
be deleterious. But the genetic system like the environment can change: 
sooner or later both must change, particularly at the margin of distribu- 
tion. It is under these altered internal or external conditions that 
floating variants are often favoured by selection (DARLINGTON 1956). 
Evolution thus succeeds but in retrospect and what appears as ortho- 
genesis is so often preadaptation. 


VI. Chromosome number in acridoids 


The Pyrgomorphidae and Pamphagidae are unusual among the 
Acridoidea in that they contain a majority of members with a diploid 
complement of nineteen acrocentric chromosomes in the male (WHITE 
1951). This has led several workers on acridoidean cytology to equate this 
unique cytological feature with the view fostered by the taxonomist 
Roserts (1941) that these families are the most primitive represent- 
atives of the Acridoidea. On this basis it has been argued that evolution 
in the acridoids must have been accompanied by an increase in chromo- 
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some number to the 2n = 23 level found in the males of all other acridoid 
groups. 

Recently Dirscu (1956) has re-analysed the use of the phallic 
complex as a taxonomic character and finds no support for RoBERT’s 
conclusions. Indeed the phallic complex of the Pyrgomorphidae and 
the Pamphagidae differs in almost every respect and the fact that they 
share a diploid number of 19 in the male may have no special significance. 
There can be no certainty at present regarding the phylogenetic inter- 
relationships of the families of the Acrioidea. In Dirscu’s opinion 
the various families of the group have probably originated independ- 
ently from a common pro-acridoid stock. 

The possibilities for numerical change in the karyotype of acridoids 
have been summarised by WuitTE (1951). They include the reduction 
in number by “centric fusion” or by translocation of the greater part 
of an acrocentric chromosome with subsequent loss of the centric short 
arm. Increase in number on the other hand could have been achieved by 
the successive addition of B chromosomes, which are common in acri- 
doids, followed by a subsequent increase in size presumably by dupli- 
cation and/or translocation (PowERS 1942). 

Our investigation suggests further possibilities, viz. that nondis- 
junction and polysomy may have led to an increase in the basic number, 
and that Bchromosomes may arise from extra A chromosomes produced 
by non-disjunction. 


E. General conclusions 
Inbreeding in P. kraussi has resulted in the production of unbalanced 
genotypes. This unbalance.is cryptic so far as we can determine; it is 
not expressed in the external phenotype. The unbalance is inferred 
from and reflected in chromosome anomalies of various kinds. These 
provide a source of variation which can be utilized by selection if stability 
can be restored. The stable karyotypes are of three kinds, they may be: 
1. Indistinguishable from the basic type, 
2. Polysomic, or 
3. Basic types supplemented by a supernumerary B chromosome. 
Selection will determine which, if any, of these will ultimately succeed. 
Later sampling of the population will reveal the course of selection in 
our culture. In this connection, of the several long established inbred 
cultures of various other acridoids we have examined those of all but 
one, Locusta migratoria, are karyologically indistinguishable from wild 
populations. Crossing would reveal whether they are identical. It is 
possible for example that the major part of a B chromosome favoured by 
selection could be re-incorporated as a duplication in the A complement. 
Such a change would be difficult to detect except in heterozygotes. 
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Summary 

1. In a sample of 27 males and 15 females from an inbred culture of 
Pyrgomorpha kraussi four classes of individuals could be distinguished. 
Those: a) With a standard chromosome complement, 2n = 18 + XX/XY, 
b) Where the standard complement was supplemented by a single B 
chromosome, ¢c) Presumably polysomic for structurally altered or un- 
altered members of the A complement, and d) As in c) but with a B 
chromosome. 

2. Abnormal chromosome behaviour indicative of genotypic un- 
balance was found in twelve males. 

3. Abnormality consists in the occurrence of: a) Polyploid cells, b) 
Aneuploid cells, c) Chromosome breakage, and d) Unstained regions. The 
last three anomalies affect only the A chromosomes. 

4. There is considerably variation both within and between indi- 
viduals in respect of these anomalies. But the number of stable males in 
the B chromosome class is significantly higher than in other classes and 
all the males with S + B are stable. 

5. It is argued that metabolic DNA, and consequently heterochro- 
matic B chromosomes, are important in relation to the mechanical 
aspects of chromosome behaviour. 

6. The B chromosomes are of unknown origin but the extra A chromo- 
somes in aneuploid cells rarely form multivalents and thus one of the 
conditions of independent evolution is partially fulfilled. - 
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I. Einleitung und Problemstellung 


In den Nahrzellkernen (NZK) verschiedener Kalyptraten wechselt 
wahrend des Wachstums die Kernstruktur in auffalliger Weise. Die 
jungen NZK durchlaufen zunachst einen kryptopolytinen Zustand; 
dann werden in ihnen Polytaénchromosomen sichtbar, deren Zerfall 
unter Ausbildung endomitotischer Chromatidenpaare BAavER (1938) be- 
schrieben hat. Bei Calliphora bleibt die im 32-ploiden Stadium erreichte 
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retikulare Kernstruktur jedoch nicht immer erhalten. Durch fort- 
gesetztes endomitotisches Wachstum ohne Chromosomenkontraktion 
entstehen zahlreiche polytane Elemente niedriger Wertigkeit, die oligo- 
tanen Fibrillen. Diese diimnen Polytaénchromosomen ko6nnen sich in 
herangewachsenen NZK zu sekundaren Riesenchromosomen zusammen- 
schlieBen, die den bekannten Speicheldriisenchromosomen an GrdBe 
nicht, in der Klarheit des Querscheibenmusters nur wenig nachstehen 
(Brier 1957). 

Untersuchungen an Inzuchtmaterial fiihrten zu dem Ergebnis, daB 
die Auflésung der primaren Polytaénchromosomen nicht obligatorisch 
an den Ubergang vom 16 n-zum 32 n-Stadium gebunden ist. Die mit der 
Auflésung der primaren Polytaénchromosomen verbundene endomitoti- 
sche Kontraktion kann, besonders in langsam wachsenden Ovarien, 
auf spaétere Wachstumsstufen verschoben werden und wird dann ledig- 
lich in Form einer Auflockerung der primaren Polytaénchromosomen 
angedeutet (Brrr 1958). 

Da eine unmittelbare Beobachtung nicht mdglich ist, kann die Ver- 

ainderung der Kernstruktur im Verlaufe des Wachstums der Nahrzellen 
nur durch quantitative Untersuchungen verfolgt werden, und der un- 
erwartete Vorgang der Neubildung von Riesenchromosomen aus Unter- 
einheiten muB statistisch gesichert werden. Nach den Ergebnissen an 
den Inzuchten interessiert besonders die Frage, ob die sekundaren 
Riesenchromosomen nur von den aufgelockerten Chromosomenbiindeln 
abzuleiten sind, die bei eingeschrankter und verzégerter Auflosung der 
primaren Polyténchromosomen entstehen, oder ob sie sich auch in NZK 
herausbilden kénnen, die nach der Phase. primarer Polytanie voriiber- 
gehend das Bild vollkommen retikularer Struktur zeigen. Die Unter- 
suchungen wurden an Fliegen aus Inzuchten vorgenommen; sie ergaben 
zugleich Aufschliisse iiber die genotypischen Grundlagen der Variabilitat 
der NZK-Struktur. 
- In Kernen der Samenanlage von Bliitenpflanzen sind neuerdings 
gebiindelte Chromosomen (sog. pflanzliche Riesenchromosomen) gefun- 
den worden (TscHERMAK-WoEss 1956, HasrrscHKa 1956). Wahrend 
sie im Chalazahaustorium von Rhinantus regelmaBig vorhanden sind 
(TscHERMAK-Wokss 1957) kommen bei anderen Arten alle Ubergange 
von retikularer bis zu straff-gebiindelter Chromosomenanordnung vor. 
Nach HasitscHKa-J ENSCHKE (1958) besitzt gleichzeitig fixiertes Material 
von Allium oft auch die gleiche Kernstruktur. Dies lit auf die Ein- 
wirkung von AuBenfaktoren schlieBen. 

Bei den Dipteren férdern niedrige Temperaturen offensichtlich den 
Zusammenhalt und Zusammenschlu8 polytaner Chromosomen. Das 
X-Chromosom von Phryne cincta geht in den Speicheldriisen nur bei 
Temperaturen um 6°C von locker-bandférmiger Struktur zu einem 
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geschlossenen und gestreckten Bau mit klarem Querscheibenmuster 
tiber (WoLF 1957). Nach STALKER (1954) begiinstigen niedrige Tempe- 
raturen den Zusammenhalt der Riesenchromosomen in den NZK von 
Lonchoptera dubia. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden bei Calliphora auch Temperatur- 
versuche unternommen um damit einen, vielleicht entscheidenden 
Faktor fiir die Variabilitat der NZK-Struktur zu ermitteln, die Modifika- 
tionsbreite dieses Merkmals kennenzulernen und zugleich Grundlagen 
zu schaffen fiir weitere experimentelle und morphologische Studien an 
den sekundaren Riesenchromosomen. 


II. Material, Methoden und Terminologie 
1. Zucht, Haltung und Fiitterung 


Die Fliegen, Calliphora erythrocephala MxEIcEN, stammten aus einer Massen- 
zucht des Wiirzburger Zoologischen Instituts. Aus dieser Stammzucht wurden 
Inzuchtlinien abgezweigt, die bis zur 2. Generation als Parchenzuchten gefihrt 
wurden. In den folgenden Generationen wurden wegen zu groBer Ausfille unter 
den Parchenzuchten den 99 mehrere $¢ zugegeben. Auch bei dieser Methode lieB 
mit fortschreitender Inzucht die Fruchtbarkeit nach. 

Die Nachkommenschaft eines Weibchens wurde auch im imaginalen Zustand 
als Gelege bezeichnet. Fiir bestimmte Versuche, die eine gréBere Anzahl Weibchen 
erforderten, muBten Sammelablagen von mehreren Geschwistern gewonnen werden. 

Das Pferdefleisch mit den abgelegten Eiern kam in Glaser mit angefeuchteten 
Sagespinen. Larven und Puppen entwickelten sich im Dunkeln bei 21°C. Die 
frischgeschlipften Fliegen wurden in Zuchtkafigen (30x40 cm, Héhe 35 cm) zu- 
nachst 5 Tage lang mit Zucker ernahrt. Wahrend dieser Zeit werden bei 21°C 
und normalem Eiwachstum in der 1. Oocytengeneration die primaren Polytian- 
chromosomen bereits aufgelést. Am 6. Imaginaltag wurde neben dem Zucker ein 
Brei aus eingeweichten Hefeflocken geboten. Nach dieser verzégerten EiweiB- 
versorgung wachsen die Ovarien relativ gleichmaBig heran. Die NZK durchlaufen 
die fiir die Fragestellung dieser Arbeit wichtigen Stadien bei 21° C in etwa 2 Tagen. 
Die Imagines befanden sich in Temperaturkammern bei 21 + 0,8° C. Diese Tempe- 
raturstufe wurde als Normaltemperatur gesetzt. Daneben wurden auch Imagines 
bei 15° (= Kalte) und 27° C (= Warme) gehalten. 


2. Cytologische Methoden, Auswertung und Definitionen 


Die Termini primdre Polytinchromosomen, oligotine Fibrillen und sekundére 
Riesenchromosomen wurden in einer vorhergehenden Arbeit (Brrr 1957) erlautert. 
Dort findet sich auch eine halbschematische Darstellung des Strukturwandels der 
NZK-Chromosomen (S. 514, Abb. 22). 

Um den Paarungsgrad in den NZK verschiedener Inzuchten und ihren auf- 
einanderfolgenden Generationen vergleichen zu kénnen wurde eine zur quantitati- 
ven Auswertung geeignete Methode geschaffen. Von jedem Weibchen kam nur 
ein Eierstock zur Auswertung. Die Ovarien wurden in Isopropylalkohol-Eisessig 
(3:1) mindestens 12 Std fixiert, 12 Std in Karmin-Essigsaiure vorgefarbt und in 
50% Essigsiure etwa 1 Std differenziert. Danach wurden durch mehrmaliges 
Ansaugen mit einer Pipette die Ovariolen isoliert und die Linge der Eikammern 
der altesten Oocytengeneration gemessen, von denen jeweils 6 so zu Quetsch- 
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praparaten verarbeitet wurden, daB die 15 NZK einer Eikammer beieinander 
liegen blieben (Abb. 1). Auf diese Weise, wurden jeweils 90 NZK eines Ovars aus- 
gewertet und nach der Anordnung ihres Chromosomenmaterials 6 (Auswertungs-) 
Klassen zugeteilt: 

1. Retikulér = das Chromosomenmaterial ist gleichmaBig im Kern- 
raum verteilt. Fiir den retikularen Zustand ist es ohne Belang, ob das 
Kerngeriist aus submi- 
kroskopischen, mikro- 
skopisch sichtbaren oder 
oligotanen Fibrillen be- 
steht (Abb. 2). 

2. Gebtindelt = die. ho- 
mologen Chromosomen 
des polyploiden Kerns 
sind in unterschiedlichem 
Umfang und mehr. oder 
weniger eng zu _ Bin- 
deln zusammengefaBt. 
Dabei erfillen die Chro- 
mosomen den Kernraum 
nicht mehr gleichmaBig 
(Abb. 3). 

3. Retikular mit ein- 
zelnen Riesenchromoso- 
men = es handelt sich um 
einen Sonderfall der ge- 
oS biindelten Kernstruktur, 
Abb. 1. Ei-Nahrverband mit 15 NZK, rechts unten bei dem die Homologen 
die Oocyte mit hellem Kern. Die 3 gré8ten NZK ent- jn meist nur kurzen Ab- 


halten gebiindeltes Chr terial. 1. Wachs- es 2 
tumsstufe (GréBenangabe Tabelle 1, S. 627) schnitten zu Polytan- 


verbinden zusammen- 
geschlossen sind, andere Kernbezirke aber iiberwiegend retikulares oder 
nur locker gebiindeltes Chromosomenmaterial enthalten (Abb. 4). 

4. Durchgebiindelt — locker gepaart = das gesammte Chromosomen- 
material ist + straff gebiindelt, jedoch nicht oder nicht in vollem Umfang 
zu einheitlichen Chromosomenkérpern verschmolzen (Abb. 5). 

5. Durchgepaart = Riesenchromosomen sind in haploider (oder teil- 
weise diploider) Anzahl ausgebildet (Abb. 6). 

6. Polytin — fragmentiert = dieser Sonderfall polytaéner Struktur 
findet sich nur in alten NZK. Die durchgebiindelt — locker gepaarten 
Chromosomen sind an bestimmten dazu praformierten Stellen, oft in 
der Nachbarschaft interkalaren Heterochromatins, quer durchgebrochen 


(Abb. 7). 
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Fir die meisten Fra- 
gestellungen konnte diese 
Klasseneinteilung verein- 
facht werden. Klasse 1, 
retikular, wurde den 
Klassen 2—6 mit nicht- 
retikularen Kernen gegen- 
iibergestellt. Die Klassen 
2 und 3 wurden als ge- 
biindelt, die Klassen 4, 
5 und 6 als gepaart zu- 
sammengefaBt!. 

Die Problematik der quan- 
titativen | Untersuchungen 
liegt in der Abgrenzung des 
kontinuierlichen Struktur- 
wandels, besonders der Uber- 
gange von retikularer zu ge- 
biindelter Chromosomenan- 


‘ordnung (Paarungsklasse 1 


und 2). Vor allem in der 
jiingsten hier untersuchten 
Wachstumsstufe ist Vorsicht 
in der Beurteilung geboten. 
Die kleineren Kerne werden 
beim Quetschen weniger aus- 
gebreitet als die gréBeren, 
wodurch eine gebiindelte An- 
ordnung iibersehen werden 
kann, die in einem gréBeren 
Kern mit derselben Chromo- 
somentopographie hervorge- 
treten ware. Um diese Fehler- 
quelle méglichst auszuschal- 
ten, wurde in der 1. Wachs- 
tumsstufe bei fraglicher Kern- 
struktur durch Klopfen auf 
das Deckglas der Kerninhalt 
weiter ausgebreitet und im 
Zweifelsfalle immer zugun- 
sten gebiindelter Struktur 
entschieden. Die Auswer- 
tungsklasse 1 mit den reti- 
kularen Kernen stellt eine 
Sammelgruppe dar, deren 
weitere Aufteilung jedoch 
wegen flieBender Uberginge 








b 


: a 
Abb. 2a u. b. Retikulire NZK. a Typisch retikulire 
Struktur mit homogen granulierten Chromosomen und 
einem Chromozentrum. 2. Wachstumsstufe. b Mit An- 





deutungen het h tischer Briicken. 
4. Wachstumsstufe 





1 NZK mit gebiindelten oder gepaarten Chromosomen werden zwecks kiirzerer 
Darstellung gelegentlich als gebiindelt oder gepaart bezeichnet. 
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und schlechter Sichtbarkeit der zu beurteilenden Strukturen Ermessenssache 
gewesen ware. Es ist wahrscheinlich, la8t sich jedoch nicht beweisen, daB im voll- 
kommen retikularen Kern von Calliphora die Homologen bis auf die heterochroma- 





Abb. 3a u. b. NZK mit gebiindeltem Chromosomenmaterial. a 1. Wachstumsstufe. 
b 3. Wachstumsstufe 





tisch verklebten Abkémmlinge des kleinsten Chromosoms iiber den ganzen Kern- 
raum verteilt sind und auch ihre parallele Ausrichtung bei der maximalen endo- 
metaphasischen Kontraktion nach der Auflésung der primaren Polyténchromoso- 
men verloren haben. Das Kennzeichen des typisch retikularen NZK ist seine 
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homogen-granulierte Struktur, die nur durch ein Endochromozentrum, das sich 
vom kleinsten Chromosom ableitet, unterbrochen wird (vgl. Abb. 2). 

Die NZK wurden nach der Lange ihres Ei-Nahrverbandes in 50 %iger Essigsiure 
in 4 Wachstumsklassen eingestuft: 1. Wachstumsstufe 0,06—0,1 mm, 2. Wachstums- 





+t 


Abb. 5a u. b. Nihrfiicher mit durchgebiindelten-locker gepaarten Chromosomen. a NZK 
mit durchgebiindelten Chromosomen (—). 1. Wachstumsstufe. b Locker gepaarte 
Chromosomen (—). 3. Wachstumsstufe. (a ist stirker vergréBert als b) 


stufe 0,11—0,20 mm, 3. Wachstumsstufe 0,21—0,40 mm, 4. Wachstumsstufe 
0,41—0,80 mm Eikammerlainge. Durch die Verwendung der Eikammerlinge ala 
MaBstab kommt es (wegen des unterschiedlichen Volumens der in einem gréBeren 
Nahrfach enthaltenen NZK) zu einer Uberlappung der in den Wachstumsstufen 
zusammengefaBten NZK-GréBen. Bei,einer Bearbeitung des Problems der sekun- 
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daren Riesenchromosomenbildung erscheint die Benutzung des Ei-Nahrverbandes 
als Ma8stab jedoch berechtigt, weil die primaren Polyténchromosomen eines 
Nahrfachs noch nahezu synchron aufgelést werden und das unterschiedliche 
Wachstum der NZK zu diesem Zeitpunkt erst beginnt. Auch das Einsetzen der 


oe i 






at Wea 


b ‘ 
Abb. 6a u. b. NZK mit Riesenchromosomen. a 1. Wachstumsstufe. b 3. Wachstumsstufe 





degenerativen Prozesse gegen Ende des Wachstums ist nicht von der NZK-, 
sondern von der NahrfachgréBe abhangig (vgl. auch JacoB und Srruin 1959 fiir 
Drosophila). 

In Tabelle 1 ist die Lange der Eikammern in frisch prapariertem Zustand und 
nach Vorbehandlung fiir die Quetschtechnik so wie der Durchmesser ihrer NZK 
zusammengestellt. Die Kerne haben in der Essigsiure einen etwa doppelt so groBen 
Durchmesser wie die in Hellyschen Gemisch fixierten und zu Schnittpraparaten 
verarbeiteten. 
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Eikammern, in denen sich die primaéren Polytaénchromosomen rechtzeitig auf- 
lésen, sind (in 50%iger CH,COOH) um 0,04 mm lang; die Degeneration der Nahr- 
zellen setzt mit 0,85—0,90 mm Lange ein. Die Auswertung beginnt mit 0,06 mm 





Abb. 7. NZK mit fragmentierten Riesenchromosomen. Bruchstellen am Heterochromatin 
durch — markiert. 4. Wachstumsstufe 


wenn unter normalen Entwicklungsbedingungen das retikulére Stadium bereits 
erreicht ist und endet mit 0,80 mm Eikammerlange ehe die Degeneration des Nahr- 
fachs einsetzt. 


Tabelle 1. Ldnge frisch praéparierter und nach K.-E.-Methode vorbehandelter Ei- 
kammern in Millimeter und Durchmesser threr NZK in Mikra 

















Eikammern ig Kleinste NZK 

lebend citioon in 50% CH,COOH 

0,05 0,06 40 32} 1. Wachstumsstufe 
0,10 0,14 88 40 

0.15 0.19 130 70} 2. Wachstumsstufe 
0,20 0,28 150 80 

0.25 0,40 165 a5} 3. Wachstumsstufe 
0,30 0,52 180 90 

0,40 ' 0,64 190 a5 4. Wachstumsstufe 
0,50 0,72 190 100 

0,60 0,88 200 110 











3. HinfluB des Fixierungsmittels auf die Kernstruktur 


Die Struktur kleiner NZK von Drosophila melanogaster wird nach 
Brun und Cuevassu (1958) durch saure Fixierungsmittel sehr verandert. 
Osmiumsaure — Formol soll die vitale Anordnung des Kerninhaltes am 
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besten fixieren, weil es innerhalb einer Eikammer zu gleichartiger Kern- 
struktur fiihrt. Die Voraussetzung dieses Giitekriteriums, daB die dem 
Strukturwandel zugrundeliegenden endomitotischen Prozesse synchron 
ablaufen, ist jedoch nicht erfiillt. Zwischen dem 8 n- und 32 n-Stadium 
beginnen bei Drosophila die Hauptnahrzellkerne starker zu-wachsen und 
in den Endomitosestadien voranzueilen (Kinc, RUBINSON und SMITH 
1956, JacoB und SrRLin 1959). Im Calliphora-Ovar setzt das verstarkte 
Wachstum der Haupt-NZK in der Prophase des 16/32 n-Endomitose- 
zyklus ein (Brrr 1957). In herangewachsenen Nahrfachern liegen oft 





Abb. 8. Benachbarte NZK mit gebiindelten und locker gepaarten Chromosomen. 
3. Wachstumssttfe 


Kerne mit Strukturunterschieden nebeneinander, die so groB sind, daB 
sie keinesfalls als Fixierungsartefakte gedeutet werden konnen (Abb. 8). 


Die Anwendung verschiedener Fixierungsmittel (Helly, Bouin-Allen-Bauer, 
Carnoy oder ‘Alkohol-Eisessig 3:1) fiihrt beim Calliphora-NZK zu iibereinstimmen- 
den Ergebnissen; die detailreichsten Bilder ergibt im Schnittpraparat die Fixierung 
nach Bourn-ALLEN-BaveEr. AufschluBreicher als der Vergleich verschieden fixierter 
Kerne ist die Gegeniiberstellung fixierter und unfixierter Nuclei. Die an heran- 
gewachsen°i, fixierten NZK, beobachtete Variationsbreite von retikularer bis zu 
gepaarter Chromosomenanordnung findet sich auch in lebenden (oder gerade 
absterbenden) NZK. 

Zur Lebendbeobachtung wurden 2—4 Ovariolen mit méglichst wenig Insekten- 
ringerlésung auf einen Objekttrager gebracht, mit den nicht ganz geschlossenen 
Spitzen einer Uhrmacherpinzette zerkleinert und mit einem Deckglas abgedeckt. 
Damit sich das Deckglas nicht zu sehr ansaugt, wurden vor dem Abdecken 1 oder 
2 Paraffinéltropfen in der Nachbarschaft der zerhackten Eikammern abgesetzt. 
Vom Praparationsbeginn bis zur photographischen Aufnahme vergingen 4—9 min. 


Der Kern der Abb. 9 stammt aus einem Ovar, dessen tibrige NZK 
sich nach der K.-E.-Methode zum gréBten Teil als retikular erwiesen. 
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Abb. 10 stellt einen NZK aus einem Ovar mit in der Mehrzahl gebiindelten 
Chromosomen dar, und Abb. 11 stammt von einem Kaltzucht-9 mit . 





Abb. 9. Unfixierter, retikulirer NZK; die hellen Flecken, die teilweise einen dunklen Hof 
enthalten, sind Eiwei8dotterschollen. 3. Wachstumsstufe. Erklirungen im Text 





durchgebiindelten-durchgepaarten und fragmentierten Chromosomen. 
Der Aufbau des Kerngeriists und der Chromosomenbiindel aus oligo- 
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tanen Fibrillen wird besonders in Abb. 10 deutlich. Méglicherweise 
werden die Querbanden der Riesenchromosomen durch die Einwirkung 
von A.-E. staérker betont und die Chromosomenbiindel etwas gestrafft. 
Es bestehen jedoch keine Anhaltspunkte fiir eine tiefgreifende oder 
regellose Umlagerung des Kerninhaltes durch das Fixierungsmittel. 

Die Chromosomen sind nicht in allen unfixierten NZK deutlich zu 
erkennen, einige Kerne erscheinen vom Anfang bis zum Ende der Beob- 
achtung bis auf die Nucleolen homogen. Im Zusammenhang mit der 
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dirungen im Text 


Abb. 11. NZK mit gepaarten Chromosomen wie Abb. 9 und 10. Erkl 





Fragestellung dieser Arbeit interessiert es nicht unmittelbar und bleibt 
offen, ob die nach Ris und Mirsky (1949) und PotuistER (1952) im 
Interphasekern mehr oder weniger hydratisierten Chromosomen durch 
das Fixierungsmittel (und im Falle der unfixierten Kerne durch Schadi- 
gung wahrend der Praparation) entquollen werden. 


Ill. Strukturwandel der NZK im Verlaufe des Wachstums 


Aus der Temperaturstufe von 21°C wurden 50130 NZK von 
557 Ovarien ausgewertet. Der Anteil von Ovarien, die ausschlieBlich 
retikulare NZK enthalten, vermindert sich im Verlaufe des Wachstums 
von 54% auf 16% (Tabelle 2). Es handelt sich bei dem Ubergang zu 
nichtretikularer Struktur nicht oder nicht nur um eine Verklumpung 
des endomitotisch vermehrten Chromosomenmaterials, sondern um 


spezifische Paarungsvorgange, denn gleichzeitig steigt die Anzahl der - 


Ovarien, in deren NZK gepaarte Chromosomen (Chromosomenbiindel 
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Tabelle 2 
Verteilung der Ovarien unterschiedlichen Paarungsgrades in den 4 Wachstumsstufen 





Ovarien mit 


ausschlieBlich | OVarien mit 








retikuularen éi Feat opie Aufteilung der Ovarien in % 
Anzahl 
Kikammer- der neben 
lange in mm Ova- ware prec a 
rien -caiap \retikuléren| gebiin- 
ge- e - - hlieBlich ms 
funden wareek’ fusden wrartet retikulare oo oor 
somen Chromo- 
somen 
0,06—0,10 BO 43 25 2 17 54 43 3 
0,11—0,20 169 63 52 22 35 37 50 13 
0,21—0,40 156 40 46 38 31 2# 49 25 
0,41—0,80 152 23 45 52 31 16 49 35 


























1 Erwartungswerte fiir gleichmaBige Verteilung in allen Wachstumsstufen. 


oder Riesenchromosomen in haploider und abschnittsweise auch in 
diploider Zahl) enthalten sind, von 3 auf 35%. 

Nach den in Tabelle 2 zusammengestellten Ergebnissen schlieBen 
sich in den wachsenden Nahrzellen nicht nur lockere Chromosomen- 
biindel zu sekundaren Riesenchromosomen mit deutlichem Querscheiben- 
bau zusammen, sondern es gehen auch retikulare NZK zu gebiindelter 
Struktur iiber. Damit ist prinzipiell die Méglichkeit gegeben fiir eine 
Entstehung von Riesenchromosomen in Kernen, die in der ersten 
Wachstumsstufe ihrem Erscheinungsbild im Lichtmikroskop nach als 
retikular zu bezeichnen sind. Naher liegt natiirlich die Annahme, daB 
die bereits in der ersten Wachstumsstufe zu 43% vorhandenen Ovarien 
mit gebiindeltem Kerninhalt die Vorstufen fiir die herangewachsenen 
NZK mit Riesenchromosomen darstellen. 

Einen tieferen Einblick in den Werdegang der Kernstruktur liefert 
die Aufgliederung des Untersuchungsgutes nach seiner Herkunft. Die 
aus verschiedenen Inzuchten stammenden Ovarien unterscheiden sich 
im mittleren Paarungsgrad ihrer NZK-Chromosomen. Fiir die Grup- 
pierung des Materials wurde von der Voraussetzung ausgegangen, daB 
sich die in ihrem Paarungsgrad mehr oder weniger tibereinstimmenden 
Ovarien eines Geleges auch in ihrem Strukturwandel einheitlicher ver- 
halten als das Kollektiv des Untersuchungsgutes und demzufolge die 
Ergebnisse von Geschwisterschaften mit ahnlichem durchschnittlichem 
Gehalt an nichtretikuliren NZK zwecks statistischer Auswertung zu- 
sammengefaBt werden kénnen. 

Weil der Paarungsgrad sich mit zunehmender KerngréBe andert 
miBte er an und fiir sich mittels eines Korrekturfaktors auf eine be- 
stimmte Wachstumsstufe bezogen werden. Da aber die Ovarien, die 
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aus einem Gelege zur Untersuchung kamen, sich immer iiber mehrere 
Wachstumsstufen verteilen und die Gruppierung sehr weit gefaBt wurde, 
. konnte auf die Umrechnung verzichtet werden. (Ein Gelege mit 5 Ova- 
rien, die alle einer Wachstumsstufe angehérten, wurde in der folgenden 
Kinteilung nicht mehr beriicksichtigt.) Aus dem Untersuchungsgut 
heben sich hinsichtlich des Paarungsgrades 2 Gruppen ab. Die eine 
enthalt Gelege mit einem sehr geringen Prozentsatz nichtretikularer 
Kerne (0O—10%), wahrend in der anderen fast alle NZK gebiindelte 
oder gepaarte Chromosomen aufweisen (81—100% nichtretikulare 
Kerne). Alle anderen Gelege mit 11—80% nichtretikularen Kernen 
wurden zu einer Gruppe mittleren Paarungsgrades zusammengefaBt. 


1. Gelege mit 0—10% nichtretikuléren NZK 


In dieser Gruppe enthalt die erste Wachstumsstufe nur sehr wenige 
nichtretikulare NZK. Im Verlaufe des Wachstums steigt der Gehalt an 
nichtretikulaéren Kernen stindig an (Tabelle 3 und Abb. 12). Der geringe 
Anteil gebiindelter Chromosomen in der niedrigsten Wachstumsstufe 
ist eher auf eine verzégerte Auflosung der primaren Polytaénverbande 
zuriickzufiihren als auf einen bereits erfolgten neuen ZusammenschluB. 
Die Auflésung kann, wie auf S. 634 dargelegt wird, noch nachgeholt 
werden. 


. Tabelle 3. Paarungsgrad in den NZK der Gelege mit O—10% nichtretikuliiren Kernen 






































NZK Ovarien 
73 : ‘ icht mit ausschlieBlich mit nichtreti- 
eet -* | eee retikular | n | retikuléren NZK | kuldren NZK 
ge- er- ge- er- ge- er- 
funden |wartet’ funden | wartet' | funden | wartet? 
0,06—0,10 | 1620 | 1595 25 50 {18 16 12,4 2 5,6 
0,11—0,20 | 2790 | 2736 | ° 54 87 131 26 . 21,3 5 9,7 
0,21—0,40 | 2700 | 2625 75 84 |30 16 20,7 14 9,3 
0,41—0,80 | 2430 | 2288 | 142 715 4127 15 18,6 12 8,4 
P<0,1% 1%> P>0,1% 





1 Erwartungswerte fiir gleichmafige Verteilung in allen Wachstumsstufen. 


Von den 296 nichtretikularen NZK sind 292 nur locker gebiindelt 
(Paarungsklasse 2), 3 gehéren zur Paarungsklasse 3 und einer zu 4. 
Alle NZK mit Riesenchromosomen stammen aus der vorletzten Wachs- 
tumsstufe. 


2. Gelege mit 11—-80% nichtretikuléren NZK 


In dieser Gruppe enthalt bereits die jiingste Wachstumsstufe relativ 
viele nichtretikulare Kerne, ihre Vermehrung setzt erst in der 3. und 
4. Wachstumsstufe ein (Tabelle 4 und Abb. 12). Eine Aufschliisselung 
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der Ovarien nach ihrem Paarungsgrad in der jiingsten Wachstumsstufe 
ergibt, daB der Mittelwert von 24% nichtretikuliren NZK die tatsach- 


liche Verteilung nicht reprasentiert. Speziell Eierstécke mit einem 


Tabelle 4. Paarungsgrad in den Gelegen mit 11—80% nichtretikuléren Kernen 











NZK Ovarien. 
Eik - ai aoed it gebiin- 
Pi sy eget i heen 2 2 ., -aae ‘delten und 
er kularen NZK (enone 
0,06—0,10 | 5580 4240 1340 24 62 26 36 
0,11—0,20 | 11610 8598 3012 26] 129 38 91 
0,21—0,40 | 10620 6882 3738 35} 118 25 93 
0,41—0,80 9990 5227 4763 48] 111 8 103 
P<0,1% P<0,1% 























1 Nichtretikulire NZK je Wachstumsstufe in Prozent. 


mittleren Paarungsgrad sind unter den jungen Ovarien sehr selten. 
Der Mittelwert kommt durch je ein Maximum bei den retikuliren und 
den stark gepaarten Ovarien zustande. Beide Maxima verschwinden 
im Laufe des Wachstums. Die Ovarien mit ausschlieBlich retikulaéren 


Gelege mit nichtretikularen NZKk 
0-10 11-80 61-100 %o 









nicht besefzt 






































Oo 222 
7. 2. v 4% 7. 2. K A ¥% 7. 2. z. 4% 
Abb. 12. Strukturwandel bei 21° C, Gelege nach dem durchschnittlichen Gehalt an nicht- 
retikuliren NZK geordnet. Wei8: retikulir; schraffiert: gebiindelt; doppelt schraffiert: 
gepaart. Ordinate: NZK in Prozent. Abszisse: Wachstumsstufen 





NZK nehmen stetig ab, der Anteil der Eierstécke mit stark gepaartem 
NZK-Inhalt ist in der 2. Wachstumsstufe am geringsten (Tabelle 5 und 
Abb. 13). 

In der Gruppe der Gelege mittleren Paarungsgrades laufen in der 
1. und 2. Wachstumsstufe Auflésungs- und Paarungsprozesse neben- 
einander ab. In den stark nichtretikularen Ovarien erfolgt eine ver- 
spatete Auflésung primar gebiindelter Strukturen, wahrend zur gleichen 
Zeit in den retikuléren Eierstécken Paarungsprozesse anlaufen. Das 
Ausma8B des Formwechsels ist gréBer als es in der Zusammenfassung 
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der Tabelle 4 zum Ausdruck kommt. Dies zeigt besonders die Ver- 
mehrung gepaarter Chromosomen. Die 1. Wachstumsstufe enthalt 
175 NZK mit gepaarten 














50- 

a Chromosomen (=3,1%), 
die in 2 Qvarien kon- 

pa 7. Wst. - gentriert sind (Tabelle 6). 

20 In der nachsten Wachs- 

1- | tumsstufe enthalten be- 

0 ; : reits 14 Ovarien gepaarte 


Chromosomen, ohne daB 























2. Ws? der Prozentsatz gepaarter 
ass Chromosomen, _bezogen 
0- auf die Wachstumsstufe, 
0 ; ' 1 ' -——| gestiegen ware. Die Ten- 
30 denz, immer mehr Ova- 
ai 3. Wst. rien mit gepaarten Chro- 

- mosomen, aber diese in 

— einem niedrigeren Pro- 
a T T 1 zentsatz je Ovar auszu- 
30 - bilden, halt bis zur letz- 
n- * Ws". ; ten Wachstumsstufe an. 
70 -| rp CU NL! In den beiden Ova- 
’ rien der 1. Wachstums- 
’\retttala? 7-20 "27-40 '#-60 ‘67-60 ‘e7-10% stufe, die 97% NZK mit 


nichtretikulare NZk ye Qvar gepaarten Chromosomen 


Abb. 13. Verteilung von Ovarien aus Gelegen mit aufweisen, sind die pri- 
11—80 % nichtretikuliren NZK nach ihrem Paarungs- 3 4 z P 
grad in den 4 Wachstumsstufen (jede Wachstumsstufe = maren P olytanchromo- 


100%). Ordinate: Prozentualer Anteil der Ovarien je * = : 
Wachstumsstufe. Abszisse: Paarungsgrad der Ovarien = offensichtlich mod 
halten geblieben. Der 


Tabelle 5. Verteilung von Ovarien (Anzahl) aus ProzeB der Auflésung 
Gelegen mit 11—80% nichtretikuliren NZK mit wird zumindestens teil- 








einem Gehalt an nichtretikuléren NZK von: weise ima Saeieel Geka 
Bik . : : 
wikammer- | 9—10% | 11-80% | 81—100% teren Wachstums nach 
geholt, denn es finden 
0,06—0,10 38 14 10 ' sich spater keine LEier- 
0,11—0,20 55 65 9 stécke mit einem ahnlich 

0,21—0,40 44 59 15 
0,41—0,80 19 66 26 hohen Gehalt an gepaar- 
P<0,1% ten Chromosomen. An- 











dererseits miissen gleich- 
zeitig spezifische Paarungsvorgange ablaufen, denn als Vorléufer fiir 
die in den letzten Wachstumsstufen zahlreich vorhandenen Ovarien mit 
gepaarten Chromosomen reichen die Eterstocke mit tiberdauernden Polytén- 
chromosomen keinesfalls aus (vgl. Tabelle 6). 
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Tabelle 6. Verteilung der NZK mit gepaarten Chromosomen in den Gelegen mit 
11—80% nichtretikuléren NZK 


























y Durchschnittlicher Anteil : 
NZK po ee NZ. K im % . Ovarien 
Prange amo it it 
ii i mit gepaar- ] ; a mit gepaar- 
“| m {ten Chromo-| i riseute |2°"Oyare™| mn  |ten Chromo 
0,06—0,10 5580 175 3,1 97 62 2 
0,11—0,20 11610 350 3,0 28 129 14 
0,21—0,40 10620 792 7.5 31 118 28 
0,41—0,80 9990 840 8,4 25 111 37 
P<0,1% P<0,1% 





3. Gelege mit 81—100% nichtretikuléren NZK 

In dieser Gruppe ist von der Auflésung der primaéren Polytan- 
chromosomen, sofern man nur die Alternative retikulare-nichtretikulare 
Kernstruktur beriicksichtigt, nur wenig zu erkennen. Tatsichlich findet 
jedoch auch hier in den meisten NZK eine Auflockerung der primaren 
Polytaénchromosomen statt, die sich aber sehr verzégert vollzieht und 
in den meisten Fallen nicht mehr so weit geht, daB der gesamte Kern- 
raum von unregelmaBig gelagerten Fibrillen erfillt wird. Der Anteil 
gepaarter Chromosomen nimmt mit zunehmender GroBe des Nahrfachs ab 
zugunsten gebiindelter Strukturen (Tabelle 7 und Abb. 12). In der vor- 
letzten Wachstumsstufe treten auch die retikularen NZK etwas starker 
hervor. Die Verminderung der gepaarten Chromosomen ist auffallig, 
weil sie in Wachstumsstufen erfolgt, in denen in der Mehrzahl der Tiere 
der Paarungsgrad zunimmt. Kine Verringerung der gepaarten Chromo- 
somen gegen Ende des Nahrfachwachstums 148t sich im ibrigen Unter- 
suchungsgut erst durch eine Unterteilung der letzten Wachsttumsstufe 
nachweisen. Die Ergebnisse der nur schwach besetzten Gruppe starksten 
Paarungsgrades werden durch entsprechende Befunde bei erniedrigter 
Temperatur (vgl. S. €45) erganzt. 


Tabelle 7. Strukturwandel in den Gelegen mit 81—100% nichtretikuliéren NZK 























Kikammer- Ovarien NZK retikulire NZK in % je Wachstumsstufe 
linge in mm Leg - NZK retikulir gebiindelt gepaart 
0,06—0,10} — a al he =e én 
0,11—0,20 9 810 4 1 24 75 
0,21—0,40 7 630 53 8 20 72 
0,41-—0,80 10 900 31 3 52 45 








4. Verminderung gepaarter Chromosomen in der letzten Wachstumsstufe 

Das Nachlassen spezifischer Paarungen setzt in gréBerem Umfang 
erst vor der Degeneration des Nahrfachs ein, wenn auch die Neben- 
nahrzellkerne ihre endgiiltige GréBe erreicht haben. Um diesen Vorgang 
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quantitativ zu erfassen, wurde die letzte Wachstumsstufe aufgeteilt und 
der Untersuchungsbereich auf 0,85 mm Nahrfachlange, also unmittelbar 
bis zur Degeneration des Nahrfachs ausgedehnt. In Tabelle 8 sind die 
Ergebnisse aus allen Gelegen mit 11—100% nichtretikuliren NZK 
zusammengefaBt, bei denen zwischen 0,41—0,85mm Niahrfachlinge 
NZK mit gebiindelten oder gepaarten Chromosomen vorhanden waren. 
Die gepaarten Chromosomen (Paarungsklasse 4, 5 und 6) sind gegen 
Ende des ‘Nahrfachwachstums (0,56—0,85 mm Eikammerlange) durch- 
gehend vermindert. Besonders deutlich ist der Unterschied in der 
Paarungsklasse 5 mit den Riesenchromosomen, die nur durch die 
Wirkung spezifischer Paarungskrafte gebildet und erhalten werden. 

Die vor der Resorption des Nahrfachs einsetzende Verminderung 
der gepaarten Chromosomen unterscheidet sich von der Auflésung der 
primaren Polyténchromosomen. Die Auflockerung der Riesenchromo- 
somen ist nicht mit auffalligen morphologischen Veranderungen ver- 
bunden, sie scheint nicht alle Chromosomen und Chromosomenabschnitte 


Tabelle 8. Verminderung des Paarungsgrades wihrend der letzten Wachstumsperiode 



































Paarungsklasse 
7 & durchge- 
Eikammer- oO NZK i. ee = . | polytan- 
lange Ii cs og n Fit oie — oe tragmen- 
gepaart tiert 
1 24+3 4 5 6 
0,41—0,55 56 5040 | Anzahl} 2210 2028 451 97 254 
% 43,9 40,2 9,0 1,9 5,0 
0,56—0,85 58 5220 | Anzahl} 2810 2072 264 19 55 
% 53,8 39,7 5,1 0,4 1,0 


gleichmaBig zu erfassen und adhnelt in dieser Hinsicht den von WHITE 
(1948) beschriebenen Auflésungsprozessen in den Speicheldriisen von 
Gallmiicken. Da in den herangewachsenen NZK bereits von der Ent- 
wicklung her die Chromosomen teilweise in retikularer, gebiindelter und 
gepaarter Form vorliegen, kénnen die Aufléssungprozesse nur statistisch 
erschlossen werden. : 

Bei Drosophila verringert sich der DNS-Gehalt der NZK vorderen 
Degeneration (JacoB und SrRiiIn 1958). Wenn dieses Ergebnis auch 
fiir Calliphora zutrifft, faillt das Nachlassen der Affinitét zwischen den 
Homologen mit dem Abbau der DNS zusammen. 

Bei der Auflésung der sekundéren Riesenchromosomen werden im 
Gegensatz zu den primaren Polyténchromosomen nicht einwertige 
Chromatiden, sondern oligotaéne Fibrillen frei, deren Polytaénstruktur 
nicht in erkennbarer Weise aufgelockert wird. Die sekundaren Riesen- 
chromosomen zerfallen damit in die (inzwischen weiter herangewachse- 
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nen, polytanisierten) Einheiten, aus denen sie entstanden sind. Nach 
den heute am besten belegten Anschauungen iiber den Bau der Polytan- 
chromosomen verlaufen deren Langselemente spiralig um eine gemein- 
same Achse (BAUER und BEERMANN 1952, BEERMANN 1952, Lowman 
1956). Fir sekundar durch Vereinigung oligotaner Fibrillen entstandene 
Riesenchromosomen ist ein solcher Bau nicht wahrscheinlich, besonders 
dann nicht, wenn ungepaarte Abschnitte ins Kerngeriist iibergehen 
und nicht frei rotieren kénnen, wie es notwendig ware, um eine schraubige 
Struktur herzustellen. Ein schraubiger Verlauf der Langselemente inner- 
halb der oligotaénen Fibrillen von Calliphora 1a8t sich zwar nicht er- 
kennen, er ist aber nach dem heutigen Stand des Wissens wahrscheinlich 
und wiirde den Zerfall der NZK-Riesenchromosomen in mehrwertige 
Untereinheiten (an Stelle von Chromatiden) erklaren: Auch wenn die 
gegenseitige Anziehung zwischen allen Langselementen (die man sich 
als Funktion der Streckung vorstellen kann, Cooper 1938) in gleicher 
Weise nachlaBt, geht der Zerfall nur soweit, wie er entsprechend dem 
Chromosomenbau mechanisch mdglich ist. Deshalb bleiben die Unter- 
einheiten mit spiraliger Anordnung ihrer Langselemente erhalten, wah- 
rend der Riesenchromosomenkérper aufgelockert wird und auseinander- 
fallen kann. 


Den gleichen Auflésungsmodus wie die sekundaren Riesenchromosomen zeigen 
auch die nach Ausweis der Statistik sich direkt von den primaren Polyténchromo- 
somen ableitenden Riesenchromosomen aus stark gepaarten Gelegen. Sie miissen 
deshalb auch denselben Bautyp aufweisen: Ein Biindel von mehr oder weniger 
parallel verlaufenden Kabeln, die aus in sich umeinander gewundenen Langs- 
elementen bestehen. 

Alle Polytanchromosomen, fiir die sich ein solcher Aufbau erschlieBen 14Bt, 
sollten ohne Beriicksichtigung ihrer Vorgeschichte durch den Begriff ,,sekundarer 
Bautyp‘‘ gekennzeichnet werden. Die in den jungen NZK ausgebildeten Polytan- 
chromosomen sind jedoch allen Anzeichen nach aus hierarchisch umeinander- 
gewundenen Langselementen (vgl. BEERMANN 1952) aufgebaut und tragen die 
Bezeichnung primare Polytanchromosomen auch im erweiterten Sinne des Begriffs 
zurecht. Zum Ubergang vom primaren zum sekundaren Bautyp geniigt anscheinend 
eine geringfiigige Auflockerung des Chromosomenkérpers, die den Langselementen 
die zur Herstellung paralleler Anordnung erforderliche Bewegungsfreiheit schafft. 
Der Vorgang kann offensichtlich auch in entgegengesetzter Richtung verlaufen, von 
paralleler (lamellarer) Anordnung der Fibrillen zu zylindrischen Riesenchromosomen 
mit spiralig um eine gemeinsame Achse gewundenen Untereinheiten (WoLF 1957). 

Die Auflésungsvorginge gegen Ende des Wachstums der Nahrzellen werden 
begleitet von einer Fragmentierung des Chromosomenkérpers quer zur Langsachse. 
Die Riesenchromosomen verdiinnen sich in heterochromatischen Abschnitten wie 
bei Phryne cincta (WoLF I. c.) oder brechen in unmittelbarer Nachbarschaft hetero- 
chromatischer Querbanden und Blécke. Die Fragmente sind bereits im ungequetsch- 
ten NZK enthalten. Eine Kombination von Langs- und Querteilung, die viel 
weiter geht als bei Calliphora, findet in den Speicheldriisen von Cecidomyiden 
statt (KRACKIEWICZ und MatuszEwskI 1958). Nach Querteilung in sehr kurze 
Abschnitte ist auch beim priméren Bautyp eine Trennung der Langselemente 
ohne mechanische Behinderung méglich. 

Chromosoma (Berl.), Bd. 10 43 
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IV. Beeinflussung der NZ K-Struktur durch die Temperatur 

Jedem Weibchen kommt ein spezifischer, sich im Laufe des Wachstums 
abandernder Paarungsgrad seiner NZK-Chromosomen zu. Die Nachkommen aus 
einem Gelege zeigen in Inzuchtstammen ein relativ einheitliches Verhalten. Um 
das AusmaB der Temperatureinwirkung quantitativ ermitteln zu kénnen, wurden 
die Nachkommen aus dem Gelege eines Weibchens (ausnahmsweise auch von 
einigen Geschwistertieren) unmittelbar nach dem Schliipfen der Imagines in 
2 Parallelzuchten aufgeteilt und bei sonst vollkommen gleichartiger Behandlung 
in verschiedene Temperatur verbracht. Als Temperaturstufen wurden 15, 21 und 
27° C gewahlt, die als Kalte (k), Normaltemperatur (n) und Warme (w) bezeichnet 


wurden. 


1. Konstante Temperatur unterschiedlicher Hohe in den Vergleichszuchten 


Bei Temperaturerniedrigung erhéht sich der Anteil nichtretikularer 
Kerne. Das Ergebnis eines der am starksten besetzten Temperatur- 











& 
Likammerlange ie mm 
A 0,06 - 0,10 15°C 
we. Qi -020 
OC) wie 
© a0 - 450 


fa) 
retik, ‘7-10 '11-20'21-30'37-40' 91-50'51-60' 61-70 | 71-80'81-90' 91-100 % 
nichtretikulare NZk ye Qvar 


Abb. 14. Einflu8B der Temperatur auf den Paarungsgrad, dargestellt an den Parallel- 
zuchten 83 An und 83 Ak, jedes Symbol ein Ovar. Schraffiert: Ovarien mit gepaarten 
Chromosomen. Ordinate: Anzahl] der Ovarien. Abszisse: Paarungsgrad je Ovar 











versuche, in dem die NZK von 57 2 ausgewertet wurden, ist in Abb. 14 
dargestellt. In der Kdilte ist der Prozentsatz nichtretikulérer Kerne be- 
sonders in den niedrigen Wachstumsstufen gesteigert, der Anteil von Ovarien 
mit gepaarten Chromosomen ist erheblich vermehrt. Bereits in der GréBen- 
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klasse von 0,11—0,20 mm Eikammerlange unterscheiden sich die 15°- 
und 21°-Zucht, weil in der Kalte die Auflésung der primaren Polytan- 
chromosomen beeintrachtigt wird. Die Tendenz zur Auflockerung in 
den niedrigen Wachstumsstufen ist jedoch nicht vollkommen unter- 
driickt, denn auch in der Kalte stammen die Ovarien mit den meisten 
retikularen Kernen aus den niedrigen Wachstumsstufen. 

Insgesamt wurden 7 Tempera- 
Tabelle 9. Paarungsgrad von Parallel- turversuche dieser Art durchgefihrt, 
zuchten in konstanter, aber unterschied- die bis auf einen gleichsinnig ver- 
tener. Temperative, n= 21), k= TO aga (Tabelle 9). Im abweichenden 











— NZK in % Versuch 46 A liegt der Anteil nicht- 
Prot.-Nr.! Ova- | reti- [gebin-| ge- retikularer Kerne in der Normal- 


temperatur geringfiigig tiber dem in 
40 34 26 . der Kalte. Dieses Gelege hebt sich 





aoat| 8 
k} 8 1 32 | 67 durch die groBe Zahl nichtretiku- 
46 Ay : 2 s eo larer Kerne von den iibrigen ab. Es 
30 AB 8 | 71 25 4 gehort zur Kategorie mit starkstem 
ky] 5 | 27 | 72 1 Paarungsgrad, in der auch in der 


83 Ay i “ pe i Normaltemperatur die primaren 


n| 5 | 53 45 2 Polytanchromosomen nur in sehr be- 
Ay] 12 | 37 | 47 | 16 . 
grenztem Umfang aufgelést werden. 









































20 80 18 2 3 : 
ag oe a ae ea Auch beisehr niedrigem Paarungs- 
nj 18 | 78 22 | — rad l48t der TemperatureinfluB 
122N,] 39 | 47 | a | 10 = & P 
Tabelle 10. Ovarien der Tabelle 9, nach 
esamtzahl ? 
easiness unter- und tiberdurchschnittlichem Anteil 
NZK nichtretikuldrer Kerne geordnet 
Ovarien ; a 
ti- biin- - D 
gesamt kular ry pause 
- unter | liber 
n 92 | 8280 | 4884 | 2405 | 991 
(59%) | (29%) | (12%) n 64 28 
k111 | 9990 | 2577 | 4447 | 2966 k 22 89 
(26%) | (44%) | (30%) P<0,1% 








nach. Die Gelege 62 Nk und 124 Nk (Tabelle 12) hatten in der Normal- 
temperatur kaum einen geringeren Prozentsatz nichtretikularer Kerne 
aufweisen kénnen. Das Vorkommen solcher reaktionsarmen Gelege 
erschwert die Vergleichbarkeit der Temperaturversuche. 

Der Prozentsatz gebiindelter und gepaarter Chromosomen iiberwiegt in 
den Kdltezuchten eindeutig (Tabelle 9). 

Um eine statistische Uberpriifung der Temperatureinwirkung auf 
der Basis der Ovaranzahl durchfiihren zu kénnen (die vor allem fiir die 
folgenden Versuche mit Temperaturwechsel wichtig ist), wurde von 
jedem Gelege, k- und n-Zucht zusammengenommen, der Mittelwert 
43* 
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nichtretikularer Kerne errechnet. Danach wurde von allen Parallel- 
zuchten die tiber und unter dem jeweiligen Durchschnittswert (D) des 
Geleges liegenden Ovarien, nach Temperaturstufen getrennt, zusammen- 
gerechnet (Tabelle 10). 
Ein 6°-Temperatursprung iiber 21° hinaus hat nur geringe Wirkung 
auf die NZK-Struktur. Besonders aufschluBreich sind die Versuche 122 N 
und 135N. Diese stark besetz- 
Tabelle ll. Paarungsgrad: von Parallel- ten, von Sammelablagen ab- 
ann, in andy aad stammenden Versuchsgruppen 
wurden aufgeteilt und in 3 Tem- 











hoses Agen} Eno & peraturstufen gehalten. Der Un- 
rot.-Nr. : F 3 

. Ove | retar (Sere | peer, terschied zwischen 15 und 21° 

ist gréBer als der zwischen 2] 

on] 8 | 98 2 und 27°. Die Warmegruppe 

. : = y: von 122N ist sogar starker ge- 

64A | 6 | 39 | 43 paart als die Vergleichsgruppe 


in der Normaltemperatur. Im 
Ganzen ergibt sich beim Uber- 
gang von 21 zu 27° C eine etwas 
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Tabelle 12. Ovarien der Tabelle 11, 


























Gesamtzahl nach unter- und iiberdurchschnittlichem 
NZK Anteil nichtretikulérer NZK geordnet 
Ovarien A : 
: . reti- biin- ie 
gesamt kular any Pn _ 
unter tiber 
w 70 6300. | 4821 | 1391 88 ; 
(77%) |(22%)| (1%) Ww 46 24 
n 58 | 5220 | 3903 | 1147 | 170 n 39 19 
(75%) |(22%)| (3%) 90% > P>80% 














geringere Paarung (Tabelle 11), auf der Basis der Ovarien ist kein 
gesicherter Unterschied festzustellen (Tabelle 12). 


2. Temperaturinderung wihrend des Oocytenwachstums 


Der Verlauf des Strukturwandels macht es wahrscheinlich, daB die 
Phase der Auflésung der priméren Polyténchromosomen, die normaler- 
weise beim 16/32 n-Endomitoseschritt liegt, ausschlaggebend fiir die 
spatere Kernstruktur ist. Diese Periode, die vor den hier ausgewerteten 
Wachstumsstufen liegt, wird im folgenden friihe Wachstumsperiode 
genannt. 

Die Temperatur wurde in diesen Versuchen immer nach AbschluB 
der friihen Wachstumsperiode gewechselt. Die Wachstumsgeschwindig- 
keit wird durch Temperaturerniedrigung in den friihen Oogenesestadien 
im Vergleich zu spateren nur wenig gedrosselt. Die Eikammern wachsen 
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bei 15°C in 6 Tagen mit reiner Zuckerernahrung auf etwa 0,05 mm 
Lange heran, und in den hinsichtlich der Kalteeinwirkung auf die NZK- 
Struktur reaktionsarmen Gelegen werden in diesem Zeitraum die pri- 
maren Polyténchromosomen vollkommen aufgelést. 


Tabelle 13. Temperaturerhéhung nach Tabelle15. Temperaturerniedrigung nach 
der friithen Wachstumsperiode. k=durch- der friihen Wachstumsperiode. n, w = 
gehend 15°C; k/n=6 Tage 15°C, da- durchgehend 21°C, bzw. 27°C; n/k, 
nach 21°C, k/w=6 Tage 15°C, danach w/k=5 Tage 21°C bzw. 27°C, danach 
































279 C 15°C 
Aneebt NZK in % meas NZK in % 
Prot.-Nr. Ova reti- |gebin-| ge- Prot.-Nr. A wal reti- |gebiin-| ge- 
rien | kular delt paart. rien kular delt paar 
oP bor | spe n 4 | 43 | 54 | 3 
62Niw) 10 | 9 | 2 | — “Ank] 6 | 48 | 43 | 9 
k | 10 | 6 | 31 | 1 1 te ee 
Nin} 3152 | 4 | — “Nan | 90 | 92 | 8 
k | 9 | 24 | 56 | 20 w | lo | 91 | 9 
NEN} is | 45 | 38 | 17 Nawal o¢ | o7 | 3 | — 
Peet et 4 | ee wigs Ge Se ee 
14Nin} 11 | 98 | 4 | — *Nwa] is | o4 | 66 
eo) eb t deo 
132 N k/n| 10 86 14 Gesamtzahl 
NZK 


Gesamtzahl 








oO i = e: 

NUK re faeesemnt] Fetk, | aR RE] Sze 
ti- | gebiin- - 
gesamt} ‘ular | delt | paart n, w 44 | 3960 | 3605 | 346 9 
(91%)} (9%) | (—) 
n,w/k 75 | 6750 | 6094 | 609 | 47 
k 53 | 4770 | 3699 | 900 | 171 (90%)| (9%) | (1%) 
(77%) | (19%) | (4%) 

3245 | 790 | 195 

(77%) | (18%) | (5%) 
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Tabelle 14. Ovarien der Tabelle 13, nach Tabelle 16. Ovarien der Tabelle 15, nach 
unter- und iiberdurchschnittlichem Anteil unter- und iiberdurchschnittlichem Gehalt 


























nichtretikulérer NZK geordnet an nichtretikuldrem NZK geordnet 
D D 
unter iiber unter tiber 
k 33 20 n, W 38 6 
k/n, w 30 17 n, w/k 59 16 
90% > P> 80% P 30% 








a) Verringert Temperaturerhéhung nach der friihen Wachstumsperiode 
den Paarungsgrad? In 5 Zuchten wurde die Halfte der Versuchstiere 
am 7. Imaginaltag von der Kalte in die Normaltemperatur gebracht, 
wahrend die Kontrolle in der Kalte blieb. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 13 zusammengestellt und auf der Basis der Ovarien in Tabelle 14 
zusammengefaBt. 
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Die Temperaturerhéhung nach der friihen Wachstumsperiode hat keinen 
nachweisbaren Einflugp auf die Kernstruktur. 

b) Verdndert sich durch Temperaturerniedrigung nach der friihen 
Wachstumsperiode der Paarungsgrad? In 4 Gelegen wurde ein Teil der 
Imagines nach der friihen Wachstumsperiode aus Normaltemperatur 
oder Warme in die Kalte gebracht, wahrend die Kontrollen in den 
héheren Temperaturstufen blieben. Auch mit dieser Behandlung 14Bt 
sich keine gesicherte Wirkung auf die Kernstruktur erzielen (Tabelle 15 
und 16). 

c) Gegensinnige Temperaturinderungen in den Parallelzuchten wihrend 
des Oocytenwachstums. Die frischgeschlipften Fliegen der aufgeteilten 
Gelege wurden in unterschiedlichen Temperaturstufen gehalten und 
nach der friihen Wachstumsstufe ausgetauscht. Dadurch kamen die 
Versuchsgruppen aus der Kalte am 7. Imaginaltag in die hdheren 
Temperaturstufen und umgekehrt. Das Ergebnis dieser Versuche 
(Tabelle 17 und 18) entspricht den Erwartungen: Nur in der friihen 
Wachstumsperiode wird die NZK-Struktur durch Temperaturdénderungen 
in statistisch gesicherter Weise beeinfluBt; die sensible Periode fallt mit 
der Auflésung der primdren Polytéinchromosomen zusammen. 


Tabelle 17. Zusammenfassung der Versuche Tabelle 18. Ovarien der Tabelle 17, 














mit gegensinnigem Temperaturwechsel, nach unter- und iiberdurchschnitt- 
Bezeichnungen wie in Tabelle 13 und 15 lichem Anteil nichtretikuldérer NZK 
aia. geordnet 
Tem- rien NZK D 
pera- 
tur reti- | gebiin- ge- i ‘3 
7 % kulir delt paar unter | aber 








n,w/k}] 93 18 








n,w/k| 111 | 9990 | 9343 | 647| 0 
(94%)| (6%) | — k/n, - 53 28 
k/n,w] 81 | 7290 | 5874 | 1351 | 65 1%> P>0,1% 

















(80%) | (19%) | (1%) 


Bei gegensinnigem Temperaturwechsel ist der Unterschied in der Kernstruktur 
allerdings etwas geringer als bei konstanter Temperatur. Vielleicht durchlaufen 
einige langsam wachsende oder spit mit dem Wachstum beginnende Ovarien die 
fiir die Kernstruktur sensible Periode erst nach dem Temperaturwechsel, oder 
niedrige Temperatur férdert auch im weiteren Verlauf der NZK-Polyploidisierung 
in allerdings viel geringerem MaBe die Entstehung und/oder die Erhaltung polytaner 
Anordnungen. 

In 2 Versuchen sollte untersucht werden, ob bereits zu Beginn der friihen 
Wachstumsphase, wenn die wahrscheinlich diploiden NZK_ frischgeschliipfter 
Weibchen zum tetra- und oktoploiden Zustand heranwachsen, die NZK-Struktur 
temperatursensibel ist. Die Versuche lieferten jedoch kein eindeutiges Ergebnis, 
weil sie mit Gelegen geringen Paarungsgrades durchgefiihrt wurden. Sofern die 
Gelege nicht auBerordentlich reaktionsarm gegeniiber Temperaturdifferenzen ge- 
wesen sind sprechen die Ergebnisse dafiir, daB die sensible Periode erst mit der 
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Auflésung der primaren Polyténchromosomen einsetzt. Zur Sicherung dieser 
Auffassung bediirfte es weiterer Versuchsserien mit Fliegen, deren NZK auf Tem- 
peraturunterschiede gut reagieren. 


3. Der NZK-Strukturwandel wahrend des Wachstums in der Kdilte 

Die Eierstécke aus den Kaltezuchten haben im Durchschnitt mehr 
nichtretikulare NZK als die Ovarien aus der Normaltemperatur. Jedoch 
gibt es in den Kaltezuchten neben Gelegen mit tiberwiegend gepaarten 
Chromosomen auch solche ohne gepaarte und mit nur wenigen ge- 
biindelten Chromosomen. Die, wie noch gezeigt werden wird, wahr- 


Gelege mit nichtretikularen NZk : 
% 0-10 11-80 81-700 No 
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zu schwach besefzt 
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ee lly fh is ie: age: ia wana 
Abb. 15. Strukturwandel bei 15°C, Gelege nach dem durchschnittlichen Gehalt an nicht- 
retikuliren NZK geordnet. Wei: retikulir; schraffiert: gebiindelt; doppelt schraffiert: 
gepaart. Ordinate: NZK in Prozent. Abszisse: Wachstumsstufe 



































scheinlich genotypisch bedingten Unterschiede im Paarungsgrad der 
einzelnen Gelege treten in der Kalte noch starker hervor als in der 
Normaltemperatur. Einen Einblick in die morphogenetischen Prozesse 
in den NZK liefert wiederum die Betrachtung der nach ihrem Paarungs- 
grad gesonderten Gelege. Die Gruppierung erfolgte in derselben Weise 
wie in der Normaltemperatur. 

Nur 3 Gelege mit 39 Ovarien fallen in die Gruppe mit 0—10% 
nichtretikularen NZK. In ihnen nehmen bis zur 3. Wachstumsstufe die 
gebiindelten Chromosomenanordnungen geringfiigig, aber gleichmaBig 
zu. Die letzte Wachstumsstufe ist nur mit 3, iiberwiegend retikuléren 
Ovarien besetzt. In dieser Wachstumsstufe ist keine sichere Aussage 
tiber den durchschnittlichen Paarungsgrad méglich (Abb. 15). 

Acht Gelege mit 95 Eierstécken gehéren zur Gruppe mit 11—80% 
nichtretikulaéren Kernen. Ein Vergleich mit der entsprechenden Gruppe 
aus der Normaltemperatur zeigt den in der Kalte erhéhten Anteil an 
nichtretikularen NZK und die ausgepragtere Zunahme gepaarter 
Chromosomen (Abb. 15 und Abb. 12, S. 633). Die 1. Wachstumsstufe 
enthalt bereits eine groBe Anzahl nichtretikularer NZK, die auf unvoll- 
kommene Auflésung der primaren Polytaénchromosomen zuriickzufihren 
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sind. Die endometaphasische Kontraktion wahrend des Auflésungs- 
zyklus der primaren Polyténchromosomen fihrt in vielen Fallen nicht 
mehr zu freien, komma- oder stabchenférmigen Chromatidenpaaren, 
sondern nur zu einer beschrankten Verkiirzung und Auflockerung des 
polytanen Verbandes, wie sie bereits fiir Inzuchten mit hohem Paarungs- 
grad dargestellt wurde (Brer 1958). Die Dicke der Langselemente liegt 
in der 1. Wachstumsstufe unter oder an der Grenze lichtmikroskopischer 
Sichtbarkeit. Die parallele Lagerung der Chromosomen kann jedoch 
erschlossen werden, wenn sich in heterochromatischen Abschnitten Ver- 
klebungszonen zwischen 
den Homologen gebildet 
haben. Solche NZK wer- 
den als gebiindelt bezeich- 
net. Sicher bleibt auch 
in den retikular erschei- 
nenden Kernen der Kalte- 
zuchten im Mittel ein 
hoherer Ordnungsgrad im 
Sinne_ einer _parallelen 
Lagerung der Langsele- 


% #0 +83 Ak 17446 Ak 











Abb. 16. Aufteilung der 4 stark gepaarten Gelege aus if 
den Kiltezuchten nach dem Typ des Strukturwandels. mente erhalten als wah- 


Links dove Tempeetaraetcime cet eter rend des Wachstams bei 
Paarungsgrad. Einteilung wie Abb. 15 21°C. Eine solche Kern- 
struktur bietet eine gute 
Ausgangsposition fiir einen sekundéren ZusammenschluB der oligo- 
tanen Fibrillen, wenn Paarungskrafte .wirksam werden. Die Zu- 
nahme gepaarter Chromosomen ist bezogen auf die NZK-Anzabl (und 
in geringerem Mafe auch unter Bezug auf die Ovarienanzahl unter 
Zusammenfassung der beiden ersten und letzten Wachstumsstufen) 
statistisch gesichert (Tabelle 19). 

Die Gruppe mit 81—100% nichtretikularen NZK enthalt 4 Gelege 
mit zusammen 72 Ovarien. Diese Gruppe ist nicht einheitlich; die 
Gelege unterscheiden sich in dem Strukturwandel, der sich wahrend 
des NZK-Wachstums vollzieht. In den Gelegen 40 Ak und 83 Ak nimmt 
der Paarungsgrad mit zunehmender NZK-GréBe zu (Abb. 16 und 
Tabelle 20). Dieses Verhalten entspricht einem niedrigeren Paarungs- 
grad. Die Parallelzuchten 40 An und 83 An (vgl. Tabelle 9, S. 639), 
enthalten auch wesentlich weniger nichtretikulére Kerne. Durch die 
Temperaturerniedrigung wurde der Paarungsgrad erhéht, wahrend der 
Typ des Strukturwandels unbeeinfluBt blieb. 

Anders verhalten sich die Gelege 17 Ak und 46 Ak. In ihnen sinkt 
der Paarungsgrad im Verlaufe des Wachstums (Abb. 16).. Leider 
existiert nur eine Parallelzucht in der Normaltemperatur (46 An), sie 
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Tabelle 19. Strukturwandel in den Gelegen mit 11—80% nichtretikuliren NZK in 















































der Kdilte 
NZK Ovarien 

Eikammer- retikular gebiindelt gepaart — eee 
linge in mm ot 

n | *> » | ® |] wm | % | ® | unter D | aber D 
0,06—0,10 | 810] 471 | 58 333 | 41 6 1 9 39 4 
0,11—0,20 | 3060 | 1626 | 53 | 1323 | 43 | 111 4 | 34 
0,21—0,40 | 3690 | 2237 | 60 | 1170 | 32 | 283 8 | 41 48 20 
0,41—0,80 | 2430 | 813 | 34 | 1243 | 51 | 374 | 15 | 27 

P<0,1% P<2% 


Tabelle 20. Strukturwandel in den Gelegen mit 81—100% nichtretikuliren NZK in der Kite 



































1 Ovarien mit einem 
Durchschnitt des Geleges. 








Anteil gepaarter Chromosomen 











2 Korrigiert nach YATES. 




















Prot.-Nr. 40 Ak+ 83 Ak Prot.-Nr. 17 Ak +46 Ak 
NZK Ovarien NZK Ovarien 
Eikammer- % D} % D 
linge in mm 
re- re- 
eT esa] fanter| aber] ,ft-feepiin-| ge | [unter] aber 
lar lar ' 
0,06—0,10 |} 270|0)| 88 17 |-3 13 6 180 | 0 6 94 | 2 3! 7 
0,11—0,20 | 1440 | 7| 49 44 {16 720 | 4 16 80/8 
0,31—0,40 | 810;1)] 26 73 | 9 31 16 810}0]; 19 81 | 9 19] 5 
0,41—0,80 | 900 | 3) 27 70 |10 1350 | 3 | 23 74 |15 
P<1%? P<2%? 


unter oder iiber dem 


Tabelle 21. Paarungsgrad wihrend der letzten Wachstumsschritte in der Kdlte 





Niahrzellkerne 



































Paarungsklasse 
Eikammer- : 

rs 7 (e} ti} 
linge in mm J°VSr'en n reti- gebiin- | locker | durch- poly tin- 
: kular delt gepaart | gepaart mentiert 

1 2+3 4 5 6 

0,41—0,55 | 21 1890 | Anzahl 743 631 313 64 139 

% 39,3 33,4 16,5 3,4 7,4 

0,56-—0,85 | 16 1620 | Anzahl 428 730 312 35 115 

% 26,4 45,1 19,2 2,2 7,1 


zeigt den gleichen hohen Anteil gebiindelter und gepaarter Chromosomen. 
Paarungsgrad und Strukturwandel werden im Falle hohen Gehalts an 
Riesenchromosomen in der Normaitemperatur durch Temperatur- 
erniedrigung nicht abgeandert. 

In der Normaltemperatur verschwinden gegen Ende des NZK- 
Wachstums die gepaarten Chromosomenanordnungen (vgl. Tabelle 8, 


S. 636). In Tabelle 21 ist das Untersuchungsgut der Kaltezuchten (ohne 
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17 Ak und 46 Ak) in denselben Klassengrenzen zusammengestellt. Die 
Verminderung gepaarter Strukturen, die in derNormaltemperatur stark 
ausgepragt ist, tritt bei 15° vollkommen zuriick. Da sich mit dem Nach- 
lassen der Affinitét die Degeneration der NZK ankiindigt, kann die 
Erhaltung der Riesenchromosomen bei erniedrigter Temperatur als 
Zeichen einer verlingerten Funktion des Nahrfachs gewertet werden. 


V. Uber die genotypischen Grundlagen der Nahrzellkernstruktur 

Einer erschépfenden genetischen Analyse stellen sich verschiedene Schwierig- 
keiten entgegen, da Calliphora nicht als genetisches Untersuchungsobjekt ein- 
gefiihrt ist. Eine stabile Inzucht fehlte bisher, und auBer der geschlechtsgebundenen 
Mutation white (Tate 1947) standen keine Markiergene zur Verfiigung. Es kommt 
hinzu, da8 die NZK nur im weiblichen Geschlecht und dort nur in einer begrenzten 
Phase vorkommen und ihre Struktur wahrend des Wachstums andern. Die Ex- 
pressivitét der in Betracht kommenden Gene mu8 unvollkommen sein, da bei 
Abweichung von der retikuléren Struktur niemals alle gleichgroBen NZK gleich- 
maBig ausgebildet sind. Das Haupthindernis genetischer Untersuchungen bildet 
die Methode der cytologischen Auswertung, die eine Fortpflanzung der unter- 
suchten Tiere ausschlieBt. Das folgende Kapitel trigt den Charakter einer vor- 
laufigen Mitteilung. 

Die AuBenbedingungen der Zuchten (vor allem Temperatur, Er- 
nahrung und Beleuchtung) wurden moglichst einheitlich gestaltet. Trotz- 
dem wich der durchschnittliche Paarungsgrad der NZK unter den 
Gelegen betrachtlich voneinander ab. Es ist naheliegend, als Ursache 
der Variabilitét der NZK-Struktur innere Entwicklungsfaktoren an- 
zunehmen. Da bei Drosophila nach Kine und Burnett (1957) mendelnde 
Gene die NZK-Struktur beeinflussen, ist auch fiir Calliphora eine Hin- 
wirkung des Genotyps auf die Chromosomenanordnung wahrscheinlich. 
Der relativ iibereinstimmende Paarungsgrad innerhalb der Nach- 
kommenschaft eines Weibchens kann auch deshalb auf genotypische 
Grundlagen zurickgefiihrt werden, weil ein Sammelgelege, das die gleich 
einheitlichen Aufzuchtbedingungen genieBt, besonders zu Beginn der 
Inzucht eine staérkere Streuung aufweist. In der Generationenfolge 
wird innerhalb der Inzuchtlinien eine zunehmend einheitliche NZK- 
Struktur ausgebildet. In den meisten Fallen steigt der Paarungsgrad 
mit zunehmender Homozygotie an, die Inzuchtlinien weisen allerdings 
in dem Ausma8 der Steigerung ihres Paarungsgrades von Generation 
zu Generation erhebliche Unterschiede auf. 

Aus der Stammzucht des Zoologischen Instituts wurden dreimal 
Inzuchtlinien abgezweigt und hinsichtlich der NZK-Struktur aus- 
gewertet. In 3 der ersten 5 Inzuchtlinien vom Sommer 1956 steigert 
sich innerhalb weniger Generationen der Paarungsgrad betrachtlich ; 
Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit bei einem Teil der Oocyten 
in Form von Mosaikwachstum des Ovars, schnell nachlassende Fertilitat 
und rasch zunehmende Mortalitét waren die Begleiterscheinungen (BIER 
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1958). Weitere Inzuchtlinien wurden im Februar 1957 (alte Inzucht, 
Prot.-Nr. mit A) und im April 1958 angelegt (neue Inzucht, Prot.-Nr. 
mit N). In den A-Zuchten stieg der Paarungsgrad langsamer an als 
in den ersten Inzuchten, erreichte aber teilweise das gleiche AusmaB. 
In den N-Zuchten war die Zunahme gepaarter Chromosomenanordnun- 
gen gering. 

Die Gruppe mit der starksten Paarungstendenz in Kalte und Normal- 
temperatur wird ausschlieBlich von Gelegen der A-Zuchten gebiidet, 
die Gruppe mit iiberwiegend retikularer Chromosomenanordnung (0 bis 
10% nichtretikulére NZK) setzt sich in der Normaltemperatur aus 
2 Gelegen der A-Zuchten, die iiberdies voneinander abstammen und 
16 der N-Zuchten zusammen, in der Kalte gehGéren ihr nur 3 N-Zuchten 
an. Auch beim Vergleich entsprechender Inzuchtgenerationen ergibt 
sich ein durchschnittlich héherer Paarungsgrad sowie eine gréBere 
Mortalitét in den A-Zuchten. Zusammenfassend kann festgestellt wer- 
den: Je spater die Inzuchten aus der Stammzucht abgezweigt wurden, 
desto geringfiigiger war die durchschnittliche Zunahme nichtretikularer 
NZK pro Generation, und desto weniger machte sich eine Inzucht- 
depression bemerkbar. 

Inzuchtdepression und verstarkte Bildung von Riesenchromosomen 
sind nicht fest miteinander verbunden; ein allerdings geringer Anteil 
der Inzuchtlinien starb aus, ohne daB eine Zunahme des Paarungs- 
grades vorangegangen ware. Die 6 Gelege mit mehr als 80% nicht- 
retikularen Kernen gehéren 3 Inzuchtlinien an; 2 davon starben in der 
nachsten bzw. iibernachsten Generation nach Erreichung des maximalen 
Paarungsgrades aus. Die anderen 4 Gelege stammten alle von einem Vor- 
fahrenpaar ab. In dieser Inzuchtlinie war offenbar iiber Generationen 
hinweg der Genotyp so ausbalanciert, daB seine Trager, vor Konkurrenten 
geschiitzt, sich am Leben erhalten konnten. Wegen der schlieBlich doch 
nachlassenden Fertilitét wurde eine andere Inzuchtlinie mittleren 
Paarungsgrades eingekreuzt. Auch danach erhielt sich die tiberdurch- 
schnittliche Anzahl gepaarter NZK-Chromosomen. 

Aus den Befunden an den Inzuchtlinien kann gefolgert werden: Die 
Zunahmen gepaarter Chromosomen hat nichts mit dem allgemeinen 
Homozygotiegrad zu tun. 

Das Merkmal ,,nichtretikulare NZK‘ beruht auf isophaner Poly- 
genie, denn es ist unwahrscheinlich, daB in dem Ausgangsmaterial aller 
. Inzuchten, in denen es spater zu einer Erhéhung des Paarungsgrades 
kam, immer ein bestimmtes Gen (oder Genkomplex) vorlag und sich 
erhielt, um in spateren Generationen im homozygoten Zustand den 
Zusammenhalt der Homologen zu férdern. Die Verhaltnisse bei Droso- 
phila melanogaster bestitigen diese Auffassung. Kine und BURNETT 
(1957) haben die Wirkung von 8 Mutationen auf das Ovarwachstum 
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untersucht, die neben anderen Eigenschaften homozygot im weiblichen 
Geschlecht Sterilitét erzeugen. Vier von ihnen beeinflussen die Chromo- 
somenvermehrung und -anordnung in den NZK. Nach den Abbildun- 
gen von Kine und Burnett fordern mindestens 2 Mutationen, female- 
sterile und raspberry, den Zusammenhalt der Homologen. 

Die Existenz mehrerer Haupt(Oligo)gene vom Typ der Drosophila- 
Mutationen fs und ras wiirde zwar ausreichen, bei Calliphora die rapide 
Zunahme des Paarungsgrades innerhalb weniger Generationen zu er- 
klaren, wie sie in den ersten Inzuchten und auch noch in einigen A-Zuch- 
ten in Erscheinung trat. Solche Gene werden jedoch in den Inzuchten 
und auch in der Stammzucht, in der jeweils 5—25 92° die Hier fiir die 
naichste Generation legen, bald eliminiert werden. Die langsame Zu- 
nahme gepaarter Chromosomen in einigen A- und N-Zuchten deutet 
darauf hin, da8 die nichtretikulare Kernstruktur auf komplexer geno- 
typischer Grundlage, etwa durch die fordernde Wirkung von Modifika- 
toren auf sonst unterschwellige Gene oder durch additive Polygenie, 
zustandekommen kann. 


VI. Erérterungen 


Die Variabilitat der NZK-Struktur reicht vom retikularen Typ bis 
zur Ausbildung von Riesenchromosomen. Wahrend der Entwicklung 
nehmen die gebiindelten und gepaarten Chromosomen zu. Der Werde- 
gang fiihrt tiber eine retikulare Phase, die der Auflosung der primaren 
Polytaénchromosomen folgt und die der 1. Wachstumsstufe dieser Unter- 
suchungen entspricht, zu einem Maximum nichtretikularer NZK in den 
groBen Nahrfachern. Von dieser Entwicklungsrichtung weicht nur die 
kleine Gruppe der Gelege mit mehr als 80% nichtretikularen NZK ab. 
Die Aufteilung des Untersuchungsgutes nach dem durchschnittlichen 
Gehalt der Gelege an nichtretikularen NZK 148t das AusmaB des Struk- 
turwandels erkennen, der sich in einem Ovar wahrend des Wachstums 
abspielt. ; 

Die Gelege mit 0—10% nichtretikuléren Kernen zeigen vor allem 
den charakteristisch retikularen Typ (mit homogen-granulierter Struktur 
und einem Endochromozentrum), der auch noch in den herangewachsenen 
Eikammern tiberwiegt und damit einen praktisch irreversiblen Zustand 
der Chromosomenanordnung reprasentiert. Der Gehalt an gebiindelten 
Chromosomen nimmt wahrend des Wachstums geringfiigig zu; Riesen- 
chromosomen sind nur in 4 von den 9540 untersuchten NZK der Normal- 
temperatur enthalten, die alle aus der 3. Wachstumsstufe stammen. 
Dies deutet auf eine Neubildung, kann jedoch auch auf Zufall beruhen. 
3 der 4 positiven NZK gehéren zur Paarungsklasse 3 (retikularer 
Kern mit kurzen Riesenchromosomenabschnitten). Eine solche Kern- 
struktur ist morphologisch nur verstiandlich, wenn sekundare Paarungen 
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erfolgen. In keinem Fall wurden Auflésungsstadien der primaren Poly- 
taénchromosomen beobachtet, in denen nur ein Teil des Chromosomen- 
satzes oder -kérpers in den retikularen Zustand tiberfiihrt wurde. Selbst 
bei verzogerter Auflésung der primaren Polytaénchromosomen, die bei 
der hier besprochenen Kategorie von Ovarien mit niedrigem Paarungs- 
grad tiberhaupt nicht auftritt, lockern sich alle primaren Polytan- 
chromosomen eines Kernes, abgesehen von interkalaren heterochromati- 
schen Stiicken gleichmaBig auf. Folglich miissen gepaarte Chromosomen- 
abschnitte in sonst retikularen Kernen durch erneuten ZusammenschluB 
der frei gewordenen Homologen entstanden sein. Die sekundare Riesen- 
chromosomenbildung ist jedoch, wie die Gelege mit dem niedrigsten 
Anteil nichtretikularer NZK lehren, ein sehr seltenes Ereignis, wenn 
die primaren Polytainchromosomen vollkommen aufgelést wurden. 

In den Gelegen mittleren Paarungsgrades steigt mit zunehmender 
KerngréBe die Anzahl von gebiindelten und besonders auffallig von 
gepaarten Chromosomen stetig und eindeutig an. Es liegen keine 
Anzeichen dafiir vor, da8 die Grundlage dieser starken Zunahme eine 
gesteigerte Paarungstendenz ist. Vielmehr sind die raéumlichen Be- 
ziehungen fiir eine sekundare Vereinigung der oligotaénen Fibrillen von 
vornherein sehr giinstig. Bereits in der 1. Wachstumsklasse sind die 
Homologen in vielen NZK gebiindelt, d.h. sie befinden sich auf gleicher 
Hohe und sind parallel ausgerichtet, weil die normale Kontraktion in 
der Endometaphase des 16/32 n-Zyklus ausgeblieben ist. Bei dieser 
Anordnung kénnen Paarungskrafte von gleicher oder ahnlicher Intensi- 
tat wie in den schwach gepaarten Gelegen in groBem Umfang zur Bildung 
sekundarer Riesenchromosomen fiihren. 

Die Affinitat zwischen den Homologen scheint paradoxerweise gerade 
in den Gelegen mit starkster Paarung herabgesetzt zu sein, weil sich 
in ihnen der Anteil an gepaarten Chromosomen friher als in allen 
anderen Gelegen verringert.. Wenn man die beiden hinsichtlich der 
Kernstruktur gegeneinander wirkenden Prozesse, die Auflésung der 
primaren Polytinchromosomen in der friihen Wachstumsphase und die Ten- 
denz zur Homologenpaarung im herangewachsenen NZK, als zum Nor- 
malgeschehen gehérig, als Ausdruck voller Funktionsfahigkeit be- 
trachtet, wird der abweichende Strukturwandel verstaindlich. Beide 
Vorgiinge, die aktiv die Lage der Chromosomen beeinflussen, sind bei 
den am starksten gepaarten Gelegen gestért. Polytanie und retikulare 
Struktur als Zustand sind keine Indikatoren der Kernaktivitat. 

Die Beeintrachtigung der Auflésung der primaren Polytaénchromo- 
somen ist sehr wahrscheinlich genotypisch bedingt. Bei Drosophila 
weicht die Struktur der NZK in vergleichbarer Weise von der Norm 
ab unter der Wirkung von Mutationen, die homozygot im weiblichen 
Geschlecht Sterilitét erzeugen (KiNG und BurNeEtTT 1957), bei Calli- 
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phora ist die verstarkte Ausbildung nichtretikularer Kerne in der Regel 
ebenfalls mit einer Abnahme der Vitalitét und Fertilitat verbunden. 
Wachstumsdefekte in Form von Mosaikwachstum der Oocyten eines 
Ovars, die in den ersten Inzuchten wiederholt gefunden wurden (BIER 
1958), traten in so ausgepragter Form nicht wieder auf. Eine statistisch 
allerdings nicht gesicherte Beziehung zwischen allgemeiner Wachstums- 
geschwindigkeit und Vermehrung gepaarier Chromosomenanordnung 
besteht: Der Schliipftermin der Gelege mit tiber 80% nichtretikulaéren 
NZK liegt mit 20 Tagen nach der Eiablage um mehr als einen Tag tiber 
dem Durchschnitt. 


Die Temperaturversuche liefern eine experimentelle Bestatigung fir 
die ausschlaggebende Bedeutung der Wachstumsphase zwischen 16 
und 64n. Nur in dieser Periode fiihrt eine Kaltebehandlung zu einer 
signifikanten Vermehrung nichtretikularer Kerne in herangewachsenen 
Oocyten. Wiirden niedrige Temperaturen die Affinitat der Homologen 
steigern, so ware nicht einzusehen, warum die Wirkung auf eine so eng 
begrenzte Phase beschrankt ist. Das Wesen der Kdltebehandlung liegt 
darin, daB die Verteilung der Homologen im Kernraum vermieden wird 
und ihre parallele Ausrichtung nicht verloren geht. Von erhalten- 
gebliebenen oder wahrend des weiteren Wachstums gebildeten Kontakt- 
stellen aus kann dann die Neubildung von Riesenchromosomen ein- 
setzen, als deren Motor nach den bisherigen hypothetischen Vorstellungen 
(FRIEDRICH-FRESKA 1940, FaBerct 1942, Smrra 1947, JEHLE 1950) 
nur tber submikroskopische Distanzen wirksame Paarungskrafte in 
Frage kommen, die durch einen Temperatursprung von 6°C, der sich 
in den meisten Gelegen als sehr wirksam -erwiesen hat, nicht oder nur 
in zu vernachlassigender Weise beeinfluBt werden. 


Die durch Temperaturerniedrigung in einer sensiblen Phase hervor- 
gerufene Steigerung des spateren Paarungsgrades traigt die Ziige einer 
Phanokopie. Da die Kaltebehandlung aber nur in den Gelegen erfolg- 
reich ist, die bereits in der Normaltemperatur einen geringen bis mittel- 
groBen Prozentsatz nichtretikularer Kerne aufweisen, diirfte es sich 
nicht um eine Phanokopie im alten, entwicklungsphysiologisch orien- 
tierten Sinne des Begriffs handeln, wonach die Wirkung nicht vor- 
handener, vom Wildtyp abweichender Gene durch extreme AuBen- 
einfliisse in der phanokritischen Periode nachgeahmt wird. Das Ergebnis 
der Temperaturversuche lait sich vielmehr mit der von GoLDSCHMIDT 
und PrrERNicK (1957) gegebenen genetischen Interpretation des Phano- 
kopiebegriffs erklaren, derzufolge durch abgeinderte AuBenbedingung 
die Expressivitaét vorhandener Gene gesteigert und genotypische Unter- 
schiede zur Manifestation gebracht werden kénnen, die ohne die AuBen- 
einfliisse unterschwellig geblieben waren. 
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Die NZK-Struktur erweist sich somit als auBerordentlich sensibel 
sowohl gegenitiber 4uBeren wie auch inneren Entwicklungsfaktoren. Die 
abweichenden Befunde iiber die Struktur der NZK von Drosophila 
(PAINTER und Rernpore 1939, Hsu und Hansen 1953, Kine, Rusinson 
und SmirxH 1956, Brun und CuEevassu 1958) beruhen sicherlich nicht 
nur auf technischen Schwierigkeiten und unterschiedlicher Inter- 
pretation der mikroskopischen Bilder, sondern spiegeln auch eine tat- 
sichlich vorhandene Variabilitat der Chromosomenanordnung wider. 


Zusammenfassung 

Die polyploiden Nahrzellkerne (NZK) von Calliphora erythrocephala 
zeigen in unfixierten Frischpraparaten die gleiche Variabilitat der Kern- 
struktur wie in Karmin-Essigsiure- Quetschpraparaten: Neben retiku- 
laren und gebiindelten finden sich gepaarte Chromosomenanordnungen. 

Die Haufigkeit der verschiedenen Strukturtypen der NZK wurde 
im Verlaufe der Oogenese bei 21°C erfaBt. Die untersuchte Wachs- 
tumsperiode beginnt nach der Auflésung der primaren Polytanchromo- 
somen und endet vor der Degeneration des Nahrfachs. 

Wahrend dieser Periode findet in groBem Umfang eine Neubildung 
von Riesenchromosomen aus Untereinheiten statt. Der Anteil gebiindel- 
ter und gepaarter Chromosomenanordnungen nimmt fast bis zum Ende 
des NZK-Wachstums zu und fallt kurz vor der Degeneration des 
Nahrfachs wieder ab. 

Die aus verschiedenen Inzuchtlinien stammenden Gelege unter- 
scheiden sich in ihrem durchschnittlichen Paarungsgrad. In den Gelegen 
mit 0-—10% nichtretikularen NZK ist die Bildung sekundarer Riesen- 
chromosomen ein seltenes Ereignis, in den Gelegen mittleren Paarungs- 
grades ist der Zusammenschlu8 von oligotanen Fibrillen zu Chromo- 
somenbiindeln und sekundaren Riesenchromosomen im Verlaufe des 
Wachstums sehr ausgepragt. Von diesem Typ des Strukturwandels 
weicht eine Minderheit von Gelegen mit mehr als 80% nichtretikulairen 
NZK_ grundsatzlich ab: Ihr Paarungsgrad verringert sich mit zu- 
nehmender NZK-GroBe. 

Auf eine Temperaturerniedrigung um 6°C vor der untersuchten 
Oogeneseperiode reagieren Gelege mit einem geringen bis mittleren 
Prozentsatz nichtretikularer NZK mit einer verstarkten Ausbildung 
von Polytanstrukturen; nach der Auflésung der primaren Polytan- 
chromosomen hat eine Temperaturerniedrigung keine signifikante 
Wirkung auf den Paarungsgrad. Damit erweist sich von den beiden 
strukturverandernden Prozessen im NZK nur die Auflésung der pri- 
miren Polyténchromosomen und nicht die in den herangewachsenen 
NZK erneut auftretende Paarungstendenz der Homologen als tempera- 
turempfindlich. 
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Die in der Mehrzahl der Inzuchtlinien wahrend der Generationen- 
folge zu beobachtende Steigerung des Paarungsgrades steht nicht mit 
der Zunahme der Homozygotie im Zusammenhang, sie beruht auf einer 
wahrscheinlich genotypisch bedingten Stérung der Auflésung der pri- 
maren Polytanchromosomen, die sich bei erniedrigter Temperatur starker 
auswirken kann. 
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DIE PUFFS DER SPEICHELDRUSENCHROMOSOMEN 
VON DROSOPHILA MELANOGASTER 


I. Mitteilung 
BEOBACHTUNGEN ZUM VERHALTEN DES PUFFMUSTERS IM 
NORMALSTAMM UND BEI ZWEI MUTANTEN, GIANT UND 
LETHAL-GIANT-LARVAE 
Von 
Hans JOACHIM BECKER 
Mit 11 Textabbildungen 


(Hingegangen am 8. Juli 1959) 


Einleitung 

Nach den Untersuchungen von BEERMANN (1952a, b), BREUER und 
Pavan (1953, 1955) und MEcHELKE (1953) weiB man, daB die in den 
Riesenchromosomen der Dipteren seit langem bekannten Struktur- 
modifikationen — Puffs und Balbiani-Ringe — gewebsspezifische 
Differenzierungen sind, und daB sie innerhalb eines Gewebes wiederum 
nur in bestimmten Entwicklungsabschnitten auftreten. Es wird fir 
moglich gehalten, daB diese Strukturmodifikationen Anzeichen fiir eine 
gewebs- bzw. stadiumsspezifische Aktivitat der betreffenden Chromo- 
somenorte sind. Dieser Méglichkeit wegen ist es wiinschenswert, die 
Puffs genetisch gut untersuchter Objekte kennenzulernen. 

In den Speicheldriisenchromosomen von Drosophila melanogaster 
wurden einzelne Puffs zum erstenmal von PatnTER (1935) beschrieben. 
In der vorliegenden Untersuchung wurde nach weiteren Puffs gesucht. 
Die gefundenen Puffs und ihr Verhalten im Laufe der Entwicklung soll 
zunachst beschrieben werden. Die Beobachtungen werden erganzt 
durch die Untersuchung des Puffmusterwechsels bei in vitro gehaltenen 
Driisen. Ferner wurden Chromosomen von zwei Mutanten untersucht — 
' giant (gt) und lethal-giant-larvae (Igl) —, die beide die Entwicklungsdauer 
der Larven beeinflussen. 


Die ersten Beobachtungen zu dieser Untersuchung wurden im Max-Planck- 
Institut fiir Meeresbiologie, Abt. Bauer, Wilhelmshaven, gemacht. Herrn Prof. 
H. Bauer danke ich fiir seine Unterstiitzung. Durchgefiihrt wurde die Arbeit mit 
Mitteln, die Herrn Prof. Curr STERN von der National Science Foundation zur 
Verfiigung gestellt wurden. Fiir herzliche Aufnahme, groBziigige Hilfe und Interesse 
an der Arbeit gilt Prof. Stern mein besonderer Dank. 


Material und Methoden 

Fiir die Untersuchung des normalen Verhaltens der Puffs wurde zunachst der 
Stamm Berlin-normal aus dem Géttinger Zoologischen Institut, spiater ein lange in 
Inzucht gehaltener Stamm aus dem Department of Zoology, Berkeley, benutzt 
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Von diesem letztgenannten Stamm wurden nur noch Weibchen untersucht. Die 
Speicheldriisen wurden in der bei BEERMANN (1952a) eingehend beschriebenen 
Weise behandelt. Als Ringerlésung fiir die Versuche in vitro wurde eine Lésung 
von 3,25 g NaCl, 0,07 g KCl, 0,10 g NaKCO,, 0,06 g CaCl, und 0,005 g NaH,PO, in 
500 cm? Wasser benutzt. Drosophila-Stamme fiir die weiteren Untersuchungen 
wurden von Prof. H. J. MuLuer (gt v) und Prof. E. Haporn (igl/Cy) in dankens- 
werter Weise zur Verfiigung gestellt. 

Die Bezeichnungen der Chromosomenabschnitte (arabische Ziffern) und Unter- 
abschnitte (groBe Buchstaben) beziehen sich anf diejenigen der Chromosomenkarte 
von Bripass (1935). Die gelegentlich hinter einem groBen Buchstaben folgenden 
Ziffern bezeichnen die Querscheiben des betreffenden Unterabschnittes (BRIDGES 
1938; fiir beide Karten siehe Bripgzs und BrEHME 1944). 


Ergebnisse 
Das dritte Larvenstadium 

Zu Beginn der Untersuchungen wurde versucht, RegelmaBigkeiten 
im Auftreten der bereits von anderen Untersuchern gesehenen Puffs 
zu finden. Am geeignetsten erschienen die von PAINTER (1935) beschrie- 
benen Verdickungen im linken Arm des dritten Chromosoms (III L), und 
zwar inden Abschnitten 74 EF und 75 B. Diese Verdickungen wurdenin den 
Chromosomen von nur einem Teil der kurz vor der Pupariumbildung 
stehenden Tiere beobachtet. 

Zur Analyse der Speicheldriisenchromosomen von Drosophila werden gewéhn- 
lich erwachsene Larven benutzt, die den Futterbrei verlassen haben und bis zur 
Pupariumbildung an der Wand des Zuchtglases umherkriechen. Zwischen dem 
Verlassen des Futters und der Pupariumbildung kénnen mehrere Stunden ver- 
gehen. In diesem Entwicklungsabschnitt ist eine genauere Altersunterteilung, die 
zur Untersuchung der Puffs erforderlich ware, nach auBerlich erkennbaren Merk- 
malen der Larven nicht méglich. Die Entwicklungsgeschwindigkeit der Larven 
ist auch nicht gleichmaBig genug, als daB die Kenntnis des chronologischen Alters 
der Larven ausreichend ware fiir die exakte Bestimmung des Entwicklungsalters. 

Es wurde daher versucht, aus der Betrachtung mehrerer Puffs 
Aufschliisse tiber ein eventuelles Entwicklungsmuster zu bekommen, 
wenn namlich einige stets gemeinsam auftreten und andere sich in ihrem 
Auftreten stets ausschlieBen sollten. 

Wenn z. B. ein hypothetischer Puff A in den Chromosomen danced allein 
und in denen anderer Larven gemeinsam mit Puff B beobachtet wird, wenn ferner 
Puff B nur entweder mit A oder allein oder einem dritten, C, zusammen in den 
Chromosomen eines Tieres beobachtet werden kann, nie aber zusammen mit A und 
C gemeinsam, dann erscheint es sinnvoll, die Puffs als regelmaBig und in gesetz- 
maBiger Reihenfolge auftretende Gebilde zu betrachten. Man kann auBerdem 
schlieBen, daB das Stadium des Puffs B zeitlich zwischen den Stadien liegt, in denen 
A und C auftreten. Tritt zusatzlich an einem Ende dieser Entwicklungsreihe eine 
gut ansprechbare morphologische Veranderung der Tiere ein, fiir deren Entwick- 
lungsstadium ein bestimmtes Puffbildungsmuster charakteristisch ist, dann kann 
schlieBlich entschieden werden, ob die Reihenfolge des Auftretens der Puffs ABC 
oder CBA ist. 

Zunachst stellte sich heraus, daB die beiden Puffs der Abschnitte 
74EF und 75B entweder fehlen (Abb. la) oder gemeinsam auftreten 
44* 
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(Abb. 1b, c). Ferner findet man sie entweder allein (Abb. 1b) oder 
gemeinsam mit einem anderen Puff im Abschnitt 78D (Abb. 1c). 
Dieser Puff im Abschnitt 78D kann auch vorhanden sein, wenn Ab- 
schnitt 74EF und 75B nicht oder nur ganz schwach als Puff aus- 
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gebildet sind (Abb. 1d). Dies ist der Fall bei der Pupariumbildung, bei 
der der Puff in Abschnitt 78D jedoch kleiner ist als in Abb. 1d dar- 
gestellt. Abb. le zeigt den gleichen Chromosomenabschnitt eine halbe 
Stunde nach der Pupariumbildung. 

Wenn bei Drosophila Strukturmodifikationen der Riesenchromo- 
somen wie bei den bisher untersuchten Dipterenarten auf bestimmten 
Entwicklungsstadien gebildet und riickgebildet werden, dann ist aus den 
geschilderten Beobachtungen zu schlieBen, daB die beiden Puffs in 
Abschnitt 74EF und 75B im Laufe der Larvenentwicklung zuerst 
auftreten, daB spiater, aber noch wahrend ihres Vorhandenseins, der 
Abschnitt 78D einen Puff bildet und daB die beiden Puffs in 74EF und 
75B noch vor der Pupariumbildung zuriickgebildet werden. Der Puff 
im Abschnitt 78D ist bei der Pupariumbildung klein und scheint im 
Stadium der Riickbildung zu sein. Jedenfalls ist er eine halbe Stunde 
nach der Pupariumbildung verschwunden. Die fiinf in Abb. 1 gegebenen 
Zustande reprasentieren demnach in der gegebenen Reihenfolge (a—e) 
fiinf aufeinanderfolgende Entwicklungsstadien. 


Tabelle 1. Das Puffmuster im linken Arm des III. Chromosoms fiir das Ende des 
dritien Larvenstadiums (Stadium 1—10) und den Beginn des Vorpuppenstadiums 
(Stadium 11—15), aufgeteilt in 15 zettlich aufeinanderfolgende Stadien 
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— kein Puff ausgebildet, + Puff voll ausgebildet, (+-) Puff mehr oder weniger 
deutlich ausgebildet (bei gut analysierbaren Puffs Bildungs- und Riickbildungs- 
stadien). 


Neben diesen drei Puffs sind im gleichen Chromosomenarm (III L) 
eine Reihe weiterer Puffs zu beobachten (Tabelle 1). Abb. 2 zeigt das 
Ende des Arms in verschiedenen Zusténden. Hier bilden die Ab- 
schnitte 62E, 63E und 63F Puffs aus. Die Kombinationen, in denen 
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diese Puffs auftreten sowie der Zustand, der bei der Pupariumbiidung 
herrscht — 62E und 63E nur schwach ausgebildet — erlauben den 
SchluB, daB sie in der Reihenfolge 63F, 62E, 63E auftreten. Die 
Chromosomen der Abb. 2 sind folglich von a bis h wiederum nach 
zunehmendem Alter angeordnet. Diese Reihenfolge stimmt mit der aus 
Abb. 1 abgeleiteten iiberein. 


Vom Ergebnis der Untersuchung von etwa 300 Larvenund jungen 
Vorpuppen wurden aus dem Verhalten der Puffs des Chromosomen- 
arms IIIL fiir das Ende des 
dritten Larvenstadiums und ‘Tabelle 2. Unterabschnitte der Chromoso- 
menarme I (X-), IIL, IIR und IIIR, in 


den Beginn des Vorpuppen- denen. Pulihiiliane keckacktet erude 


stadiums 15 Stadien mit je 











einem ganz bestimmten Puff- pie sain 
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X-Chromosoms treten am 

des Ende dritten Larvenstadiums Puffs in den Abschnitten 3C11—12, 
2B5—6, 2B13—17 und 2EF auf, und zwar in der Reihenfolge der Auf- 
zahlung (Abb. 7, 8S. 668). Auf der Zeitskala dieser Abb. sind die Num- 
mern der Entwicklungsstadien gegeben, die vom Zustand der Chromo- 
somenarme IIIL der betreffenden Praparate abgelesen wurden. 


Gelegentlich kann ein Puff etwas gréBer oder etwas kleiner sein als der ent- 
sprechende Puff einer anderen Zelle der gleichen Driise, besonders wenn er sich 
im Zustand der Bildung oder Riickbildung befindet. Die Ursache dafiir mag eine 
einem Gradienten in der Driise folgende oder eine Zufallsvariabilitét sein — oder 
beides. Es wurde jedoch kein Fall beobachtet, in dem ein Puff in einem Stadium 
gefehlt hatte, in dem er, geurteilt nach dem iibrigen Puffmuster, hatte ausgebildet 
sein miissen; auch der umgekehrte Fall, daB ein Puff in einem anderen als 
seinem Stadium aufgetreten ware, wurde nicht beobachtet. 


Tabelle 2 gibt eine Zusammenstellung der in den Chromosomenarmen 
I (X-), ILL, IIR und IITR beobachteten puffartigen Verdickungen. Der 
groBte Teil von ihnen zeigt wohl auch die fiir Puffs chakrateristischen 
stadiumsspezifischen Veranderungen. Sie wurden jedoch nicht ein- 
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gehend genug untersucht, um in jedem Falle dariiber ganz sicher zu 
sein. Neben den bisher beschriebenen deutlichen und regelmaBig auf- 
tretenden Puffs gibt es nimlich Chromosomenabschuitte, die gelegent- 
lich, aber unregelmaBig verdickt sein kénnen. Ferner gibt es eine groBe 
Zahl geringfiigiger Veraénderungen der Chromosomenstruktur, wie z. B. 
die Aufhellung eines Interbandenbereiches mit Auflockerung einer 
angrenzenden Querscheibe (62F in Abb. 2b; 62C in Abb. 2f, g, h). 
.Man kann daher bei gewissenhafter Untersuchung kleinster Unter- 
abschnitte durch viele Entwicklungsstadien hindurch die Anzahl gesetz- 
maBiger Veranderungen der Chromosomenstruktur beliebig vergréBern. 
Fir die weitere Besprechung werden nur die Puffs des Chromosomen- 
arms IIITL und des distalen Endes vom X-Chromosom beriicksichtigt. 


Puffbildung in vitro 

Die Ableitung einer im Laufe der Entwicklung gesetzmaBigen 
Veranderung des Puffmusters aus den geschilderten RegelmaBigkeiten 
und mit Hilfe des leicht anzusprechenden Zeitpunktes der Puparium- 
bildung erscheint schon allein gerechtfertigt. Die Richtigkeit des 
ermittelten Zeitplanes konnte schlieBlich noch auf einem anderen Wege 
gezeigt werden. 

Die Speicheldriisen einer Larve wurden in Ringerlésung prapariert. Eine der 
beiden Driisen wurde sofort fixiert und zu einem Chromosomenpraparat verarbeitet. 
Die andere wurde fiir einen wechselnden Zeitabschnitt in der Lésung belassen und 
erst dann zu einem Praparat verarbeitet. 

Zwei gleichzeitig aus einem Tier herauspraparierte und sofort an- 
schlieBend fixierte Driisen zeigen immer das gleiche Puffmuster. Wird 
eine der beiden Driisen jedoch gleich nach dem Praparieren der Larve 
fixiert und die andere erst nach einer bestimmten Zeitspanne, die sie in 
der Ringerlésung verbracht hat, dann zeigen nur die Chromosomen der 
zuerst fixierten Driise das fiir das Entwicklungsstadium der Larve 
charakteristische Puffmuster. Das Muster der spater fixierten Driise 
ist gewohnlich verandert. Abb. 3 zeigt als Beispiel je einen distalen 
Abschnitt des X-Chromosoms und je einen linken Arm des dritten 
Chromosoms aus den beiden mit einem Zwischenraum von | Std pra- 
parierten Driisen einer Larve. In den Chromosomen der zuerst pra- 
parierten Driise sind Abschnitt 2B 13—17 des X-Chromosoms und die 
Abschnitte 62E, 63F, 74EF, 75B und 78D des III L-Armes zu einem 
Puff verdickt. Dies entspricht dem Muster des Stadiums 6. In den 
Chromosomen der Driise, die 1 Std spater fixiert wurde, sind die fol- 
genden Veranderungen zu beobachten: Im X-Chromosom ist Puff 2B 
13—17 riickgebildet und Puff 2EF ausgebildet; im dritten Chromosom 
ist 62E kleiner geworden, 63 E, der im anderen Chromosom fehlte, ist 
ausgebildet, 63 F ist verschwunden, 71C—E, der vorher fehlte, ist eben- 
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Abb. 3a—c. Distaler Abschnitt des X-Chromosoms (a), sowie distaler (b) und basaler (c) Teil 

des .Chromosomenarmes IIIL je einer sofort nach Priparation (oben) und einer nach 

einstiindigem Aufenthalt in Ringerlésung (unten) fixierten Driise einer Larve (Larve 3 

in Tabelle 3). Die oberen Teilbilder in a—c stellen das Stadium 6 dar; die unteren 
entsprechen dem Stadium 11/12 


falls ausgebildet, 74 EF und 75B sind verschwunden, und 78D hat etwa 
die gleiche GréBe wie vorher. Dieses Puffmuster entspricht dem des 
Stadiums 11/12 (Tabelle 3, Larve 8). 
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Die Chromosomen der zuletzt praparierten Driise haben also wahrend 
ihres Aufenthaltes in der Ringerlésung eine Veranderung durchgemacht, 
deren Weg aus dem Entwicklungsplan, der aus den RegelmaBigkeiten 
des Puffmusters abgeleitet wurde, vorausgesagt worden ware. Die 
Driise mit Chromosomen des Stadiums 6 hat sich in der Ringerlosung 
weiterentwickelt zum Stadium 11/12. 

Der Puff im Abschnitt 78D hat seine maximale Auspragung in den 
Stadien 7—10 (vgl. Abb. 1 und Tabelle 1). Man kann daher annehmen, 


daB er im Verlauf der Stunde, 
Tabelle 3. Das Verhalten des Puffmu- 


, a : ; in der sich die zuletzt praparierte 
sters von Speicheldriisen, die auf einem ii j 
bestimmten Entwicklungsstadium prépa- Drise vom Stadium 6 zum Sta- 
riert (Stadium der ersten, d.h. sofort nach dium 11/12 weiterentwickelt hat, 
der Préparation fixierten Driise) unddann seine maximale Ausdehnung er- 
ftir wechselnde Zeiten in Ringerlosung ge- reicht und sich bereits teilweise 
halien wurden (Stadium der zweiten Driise). wieder zurickgebildet hat. Die 


Erklarung der Besonderheiten des Puff- j : : 
musters der zweiten Driise von Larve Gesamtzeit vom Beginn der Bil- 
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Driise zeigen das Puffmuster des 
Stadiums 12: Im X-Chromosom ist der Abschnitt 2EF noch verdickt; 
das dritte Chromosom hat in 63E, 66B und 71C—E einen Puff; 76D 
ist ebenfalls verdickt, und der Puff in 78D ist in Riickbildung begriffen. 
In den entsprechenden Chromosomenabschnitten der zeiten Driise, die 
bis zur Fixierung fiir 1 Std in Ringerlésung gehalten wurde, sind alle 
Puffs mit Ausnahme des einen in 71C—E zuriickgebildet; 63E ist 
ebenfalls noch etwas verdickt. Dieses Chromosomenbild entspricht dem 
des Stadiums 14/15 (Tabelle 3, Larve 11). 

So wie in diesen beiden geschilderten Fallen hat sich das Puff- 
bildungsmuster der Chromosomen in allen Fallen verhalten, in denen die 
Driisen im Stadium 6 oder spiter prapariert wurden (Tabelle 3). In 
Driisen jedoch, die aus Larven jiinger als Stadium 6 prapariert wurden, 
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Abb. 4a—c. Chr bschnitte 

(s. Abb. 3) aus der ersten (oben) 

und der zweiten (unten) Driise der 

Larve 11, Tabelle 3. Die oberen Teil- 

bilder in a—c stellen das Stadium 12 

dar; die unteren entsprechen dem 
Stadium 14/15 
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hat sich die jeweils in Ringerlésung gehaltene Driise nicht zu einem der 
folgenden Stadien weiterentwickelt. Abb. 5 gibt davon ein Beispiel. 
Die Larve befand sich bei Préparation der Driisen im Stadium 3: Ab- 
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Abb. 5a—c. Chromosomenabschnitte (s. oe 3) aus der ersten (oben) und der zweiten 
(unten) Driise der Larve 3, Tabelle 3. Die oberen Teilbilder in a—c stellen das Stadium 3 
dar; die unteren entsprechen dem Stadium 1’ 


schnitt 2B 5—6ist zum Puff entwickelt, 3C11—12 ist in Riickbildung 
begriffen ; das distale Ende von IITL hat in 63F und der proximale Teil 
in 74EF und in 75B Puffs. (Die Abschnitte 71C—E und 72CD befinden 
sich in dem Zustand, der fiir den ganzen untersuchten Zeitabschnitt am 
Ende des dritten Larvenstadiums charakteristisch ist; siehe Tabelle 1.) 
Im X-Chromosom der 75 min spater praparierten Driise ist der Puff 
2B5—6 riickgebildet, und Abschnitt 3C11—12 ist stark verdickt. Die 
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Puffs des dritten Chromosoms sind alle zuriickgebildet. Dieses Bild 
entspricht dem des Stadiums 1 (Tabelle 3, Larve 3). Es weicht davon 
nur insofern ab, als 3C11—12 im dritten Larvenstadium niemalssostark 
verdickt ist (vgl. 3C11—12 in Abb. 7, Stadium 1 mit Abb. 5a). 
Es wird deshalb in der Tabelle und und.im folgenden Text mit 1’ be- 
zeichnet. Die ,,Riickbildung zu einem jiingeren Stadium‘‘ wurde in 
allen Fallen beobachtet, in denen sich die Larve bei der Praparation auf 
einem der ersten fiinf Stadien befand (Tabelle 3). 

Das Puffmuster der in Ringerlésung verbliebenen zweiten Driise ist 
im allgemeinen einheitlich in allen Zellen einer Driise. Eine Ausnahme 
davon wurde bei zwei der 13 untersuchten Larven beobachtet (Tabelle 3, 
Larve 6 und 7). Die erste Driise befand sich in beiden Fallen im Sta- 
dium 5/6. In Tabelle 4 ist das Puffmuster der beiden Driisen der Larve 7 


Tabelle 4. Puffmuster der beiden Driisen der Larve 7 aus Tabelle 3. Die obere Rethe 
reprasentiert das Puffmuster der sofort nach Prdéparation der Larve fixierten Driise 
(Stadium 5/6). Darunter das Muster vom 6 Kernen der 90 min in Ringerlésung 
gehaltenen zweiten Driise. Kern 1 kommt dem Muster des Stadiums 1 (vgl. Tabelle 3), 
Kern 6 dem des Stadiums 12 am néiichsten. Der Puff in Abschnitt 67C ist eine 
Besonderheit der Kerne 2—5. Bedeutung der Zeichen siehe in Tabelle 1 
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(aus Tabelle 3) zusammengestellt. Das Muster der Kerne der ersten 
Driise ist einheitlich. Die Variabilitét des Musters in den Kernen der 
zweiten Driise, die fiir 90 min in Ringerlésung gehalten und dann 
fixiert wurde, ist in der Tabelle am Beispiel von sechs Kernen gezeigt. 
In allen sechs Kernen sind die Puffs 2B13—17, 63F, 74EF und 75B 
zuriickgebildet, und der Abschnitt 78D ist in allen Kernen etwa gleich 
schwach verdickt. In der Ausbildung der tibrigen Puffs unterscheidet 
sich jeder Kern vom andern. Kern 1 kommt dem Muster des Stadiums 1’ 
(vgl. Tabelle 3) und Kern 6 dem Muster des Stadiums 12 am nachsten. 
Von diesen beiden unterscheiden sich die Kerne 2—5 in der Ausbildung 
eines oder mehrerer der normalerweise auftretenden Puffs. Sie unter- 
scheiden sich von Kern | und 6 ferner darin, da8B bei ihnen ein Puff im 
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Abschnitt 67C auftritt (Abb. 6). Dieser Puff ist sonst nie bei einer 
normalen Larve irgendeines Stadiums gefunden worden. 

Die Veranderung des Puffmusters in einzelnen Kernen der Larven 6 
und 7 sowie in allen Kernen der Larven 8—13 bestatigt den aus den 
- RegelmaBigkeiten des Puffmusters abgeleiteten Entwicklungsgang des 
Musterwechsels. Das Verhalten der Larven 1—5 steht nicht im Wider- 
spruch zu dem vom Stadium 1—6 erschlossenen Entwicklungsgang, denn; 


1. Selbst nach langerem Intervall beginnt eine Driise des Stadiums 1 
in Ringerlésung nicht mit der Puffbildung (Larve 1 und 2). 

7 2. Driisen aus jiin- 
geren Stadien (1—5) 
zeigen nach Aufenthalt 
in Ringerlésung alle den 
gleichen Endzustand, 
némlich den des Sta- 
diums 1’ (Larve 1—5). 


Abb. 6. Puffbildung in Unterabschnitt 67C in einem 3. Das Verhalten der 
i i » Tabelle 3; : 
Kern aus der zweiten Driise der Larve 7 abelle Larven 6 und 7 zei gt, 


vgl. auch Kerne 2—5 in Tabelle 4 
daB verschiedene Zellen 


der gleichen Driise dieses Stadiums die eine oder die andere Méglichkeit 
haben, die zur Weiter- oder die zur Riickentwicklung. 





Aus diesen Beobachtungen ist zu schlieBen, daB im Stadium 6 der 
Puffbildungsperiode ein Zustand eingetreten ist, von dem ab der Ent- 
wicklungsgang des Puffmusterwechsels auch in Ringerlésung weiter- 
laufen kann. Die Chromosomen aus friiher praparierten Driisen zeigen 
nach Aufenthalt in Ringerlésung ein Puffmuster, das dem Ausgangs- 
zustand vor der Puffperiode sehr ahnlich ist. Die Befunde kénnen 
bedeuten, daB entweder vom Stadium 6 ab fiir die Weiterentwicklung 
des Puffmusterwechsels die Bedingungen der Ringerlésung ausreichen, 
oder daB der weitere Verlauf des Puffmusterwechsels in den Chromo- 
somen der Driisen endgiiltig festgelegt ist und unter allen Umstanden 
ablauft. Zwischen diesen beiden Alternativen kann noch nicht ent- 
schieden werden. 

Beide Entwicklungsrichtungen, die Riickbildung auf friithere und die Weiter- 
entwicklung auf spitere Stadien, kénnen anschaulich gemacht werden mit dem 
Riickwarts- oder Vorwartsrollen auf einer Entwicklungskurve, deren Gipfel im 
Stadium 6 liegt. In beiden Fallen wurden nicht einfach vorhandene Puffs riick- 
gebildet, sondern neue, fiir das frithere oder spaitere Stadium typische ausgebildet 
(3C11—12 in Abb. 5 bzw. 63E und 71C-E in Abb. 3). Allerdings ist ebenso wie 
die Riickbildung (s. S. 665) auch die Weiterentwicklung nicht ganz vollstandig. 
In den Driisen der Larven 8 und 9 (Tabelle 3) ist der Puff 66B nicht ausgebildet, 
auch nicht im Kern 6 der Larve 7 (Tabelle 4). 
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Das Vorpuppenstadium 

Das Puffbildungs-Verhalten im Vorpuppenstadium, d. h.’ von der 
Pupariumbildung ab bis zur 12 Std spater stattfindenden Verpuppung, 
ist einfacher zu untersuchen. Ganz frische Vorpuppen werden gesammelt 
und nach verschiedenen Zeitintervallen prapariert. 

Neben den jungen Vorpuppenstadien, in denen die Puffbildungsperiode des 
letzten Larvenstadiums ausklingt und die in Tabelle 1 sowie Abb.1 und 2 als 
Stadium 11—15 eingetragen sind, wurden 80 altersbestimmte Vorpuppen unter- 
sucht. Sie verteilen sich gleichmaBig auf 14 Stadien zwischen 0 und 121/, Std nach 
der Pupariumbildung mit Intervallen von einer oder einer halben Stunde zwischen 
je zwei Stadien. 

Kin Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abb. 7 am Beispiel des 
distalen Endes des X-Chromosoms dargestellt. In diesem Chromosomen- 
stiick sind die Puffs der Abschnitte 2B5—6, 2B13—17, 2EF und 
3C11—12 am Ende des letzten Larvenstadiums (endend mit Stadium 11 
bei der Pupariumbildung) und im Laufe des Vorpuppenstadiums 
registriert. Der Ausbildungsgrad jedes Puffs ist im unteren Teil der 
Abbildung durch eine Kurve reprasentiert. Die vier Puffs erscheinen am 
Ende des dritten Larvenstadiums in der Reihenfolge 3C11—12, 2B5—6, 
2B13—17, 2EF. Am Anfang des Vorpuppenstadiums sind sie alle 
zuriickgebildet. Die Chromosomen bleiben in diesem Zustand bis zur 
Mitte des Stadiums (6 Std nach der Pupariumbildung). Im Verlaufe 
der darauffolgenden 6 Std treten sie nacheinander wieder auf, beginnend 
mit 3C11—12. Bei der Verpuppung 12 Std naci: der Pupariumbildung 
sind sie zum gleichen Grad zuriickgebildet wie bei der Puparium- 
bildung. Der Unterschied zwischen dem Verhalten der Puffs im dritten 
Larven- und dem Vorpuppenstadium besteht darin, daB der Puff des 
Abschnittes 2EF in diesem letzteren im Vergleich zu den anderen 
Puffs etwas friiher auftritt. Jedenfalls ist die Puffbildung der Speichel- 
driisenchromosomen von Drosophila eine rhythmische Erscheinung, die 
fiir das Ende jedes der beiden untersuchten Stadien charakteristisch ist. 

Die vier betrachteten Puffs im X-Chromosom treten in beiden 
Stadien auf und in verhaltnismaBig ahnlicher zeitlicher Abfolge. Der 
linke Arm des dritten Chromosoms zeigt demgegeniiber einige Besonder- 
heiten. Der basale Abschnitt ist mit den Puffs in 66B, 68C, 71C—E, 
74EF, 75B, 75CD und 78D in Abb. 8 fiir das dritte Larven- und das 
Vorpuppenstadium schematisch in verschiedenen Entwicklungsab- 
schnitten wiedergegeben. Die beiden Puffs in 74EF und 75B treten 
gemeinsam am Ende beider Stadien auf und werden kurz vor dem Ende 
beider Stadien wieder riickgebildet. Puff 66B tritt ebenfalls am 
Ende beider Stadien auf, am Ende des dritten Larvenstadiums erst 
nach der Riickbildung der beiden Puffs in 74EF und 75B, in der Vor- 
puppe dagegen gemeinsam mit ihnen. Der Puff in Abschnitt 78D 














uemyojezeq SuuNIpeysueddndioA sep Yololog UI] UsTYeZ erp ‘{ o[[eqQUJ, Jop usIpeIg Usp UoYoIds3Ue SUMIPeISUSAIVT U0}}1IP Sep YoIoIoyY WT UoTYeZ, 
er “(699 *S) SuMIpeysueddndio, sop opug Ue pun sumMIpeysuOAIe'T 


U a 6 8 9 s e L 














oes edo 





—<——$ lS Ee eee eat ‘aes ee 





Hans Joacuim Becker: Puffs der Speicheldriisenchromosomen 


= : og er 98s Me - es / Re 
LL-EL G2 ie) | Eft San} ie z i. —— ba ee a aes ie : ——{ 5 eee ees Aa 
9-5 97 ay is itt Sas, % bas RE a x Rs ey ae oe te AS aN bow 
Ss. oe ON ‘ naar 
fseatee SSessseer A See og Pea 
aS 8 } } 
= 
“ 


668 







(3unzj0s}10q) 1 °44V 











A-U JE 


+I2 


Z-@L G2. 


Chromosonia (Berl.), Bd. 10 











Jopueuls UsyooIdsjuse s[oqWiAg UsjopuaadoA UAAINY Usp pun syjng uop 

Ula “4Z}yYOsSes PUTS UINIpPeysUsAIL'T 0771p Sep IN} Uoqesuy sIp ‘Zunpliquiniedng Joep yoru pun aoa uspunyg wouYyolezeq usTYeZ s1q ‘eddndi0,A 

Top PUN SUINIPeSsUSAIVT U9z4I1IP Sop UdIpeysssUNTYOIMIUY Woulspslyoss9a Ul ‘TT [J] SeUlAvusulosowoayH sep sIseg Jop Sunqjojsaeq syosyeuleyog *g “qqy 
adding 2ddndo WNIPD{SUINIO] ‘€ 

& 








es) 
< 
3) 
3 
fea) 
= 
z 
~~ 
=< 
-) 
a4 
D 
a 
< 
a 






















































































Puffs der Speicheldriisenchromosomen von Drosophila melanogaster. I 671 


erscheint am Ende des dritten Larvenstadiums, kehrt nach seiner Riick- 
bildung jedoch in der Vorpuppe nicht wieder. In der Vorpuppe wird im 
Abschnitt 75CD ein Puff ausgebildet, der am Ende des dritten Larven- 
stadiums nicht gefunden wurde. Der Abschnitt 71C—E ist schon in 
den jiingsten noch zu untersuchenden Chromosomen (Mitte des dritten 
Larvenstadiums) und allen spateren Stadien hell und leicht aufgeblaht. 
Zu einem groBen Puff entwickelt er sich jedoch erst am Ende der Puff- 
bildungsperiode des dritten Larvenstadiums, namlich bei der Puparium- 
bildung, und bleibt in diesem Zustand bis zur Puffbildungsperiode der 
Vorpuppe, d.h. bis 8 Std nach der Pupariumbildung. Der Puff in 
Abschnitt 68C schlieBlich wurde nur in allen jiingeren Larven gefunden. 
Er verschwindet mit dem Beginn der Puffbildungsperiode am Ende des 
dritten Larvenstadiums und tritt spater nicht wieder auf. 

Die Puffbildungsperioden am Ende der untersuchten beiden Stadien 
sind demnach voneinander verschieden in ihrer Auswahl] der Chromo- 
somenorte, die einen Puff bilden, und in der zeitlichen Aufeinanderfolge 
der Puffs, die in jeder der beiden Perioden auftreten. 


Das zweite Larvenstadium 

Driisen aus Larven am Ende des zweiten Larvenstadiums wurden 
ebenfalls prapariert. Es waren Puffs zu sehen, deren Chromosomenort 
jedoch nicht identifiziert werden konnte. Sie waren auf jeden Fall 
zahlreicher als am Ende des dritten Larvenstadiums vor der Puffbildungs- 
periode. Man kann daher vermuten, daB auch am Ende des zweiten 
Larvenstadiums eine Puffbildungsperiode auftritt. Jedenfalls werden 
die auf diesem Stadium beobachteten Puffs spater wieder zuriick- 
gebildet. 

Nach dieser Beobachtung und nach den beiden in den vorhergehenden 
Kapiteln beschriebenen Puffbildungsperioden kann man damit rechnen, 
da8 die Puffbildung in den Chromosomen der Speicheldriise eine rhyth- 
mische Erscheinung ist, die jeweils kurz vor dem Ubergang von einem 
Entwicklungsstadium in das nachste auftritt. 


Puffbildung in den beiden Teilen der Speicheldriise 

In Praparaten von Driisen der Stadien 5—9 fiel auf, daB unter den 
niedrig-polytaénen Kernen im Unterabschnitt 15 BC des X-Chromosoms 
ein deutlicher Puff ausgebildet war. In den héher-polytinen Kernen 
fehlte er oder war nur schwach angedeutet. Da der vordere Abschnitt 
der Driise, gut erkennbar an der unterschiedlichen Anfarbbarkeit des 
Plasmas seiner Zellen, kleinere Kerne hat als der hintere Hauptteil der 
Driise, wurden beide voneinander getrennt und zu_ verschiedenen 
Praparaten verarbeitet. Befanden sich die Driisen in den genannten 
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Stadien, dann war im Priaparat des vorderen Driisenteils ein Puff im 
Abschnitt 15BC zu beobachten, im Préparat des Hauptteils derselben 
Driise nicht (Abb. 9). 


Der Unterschied zwischen dem Abschnitt 15 BC des Vorderteils und dem des 
Hinterteils der Driise ist quantitativ. In Abb. 9 z. B. ist auch in dem Chromosomen- 
abschnitt, der den Zustand im Hinterteil der Driise reprasentiert, eine leichte 
Anschwellung in 15 BC zu erkennen. Es wire denkbar, da8 dieses unterschiedliche 
Verhalten lediglich an einer allgemeinen, gréBeren Tendenz zur Puffbildung der 
diinnen Chromosomen des vorderen Driisenteils liegt. Das kann jedoch aus- 
geschlossen werden, denn in der relativen Dicke der anderen Puffs konnte kein 
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Abb. 9. Unterabschnitt 15 BC des X-Chromosoms aus dem vorderen und hinteren Teil 
einer Speicheldriise des Stadiums 7 im dritten Larvenstadium 


Unterschied zwischen den beiden Teilen der Driise festgestellt’ werden. Hinzu 
kommt, daB allein innerhalb des hinteren Driisenteils Kerne mit mindestens vier 
verschiedenen Polytiniestufen gefunden wurden (Swirt und Rascu 1953), und daB 
die kleinsten von ihnen wahrscheinlich die gleiche GréBe haben wie die gréBten 
Kerne des vorderen Driisenteils. 


Puffbildung in giant-Larven 

Bei normalen Larven findet die Pupariumbildung etwa im Alter von 4 Tagen 
statt — gerechnet vom Zeitpunkt der Eiablage und bei einer Zuchttemperatur 
von 25°C. Das mutante Allel giant (gt; X-Chromosom, Locus 0,9) bewirkt eine 
Verlangerung dieses Entwicklungsabschnittes. Es ist unvollstandig penetrant: 
Nur ein Teil der homo- oder hemizygoten Larven wachst zu Riesenlarven heran 
und bildet ein Puparium erst im Alter von etwa 8 Tagen. Aus den Riesenpuppen 
schliipfen Riesenimagines. Der Rest der Larven verhalt sich normal. Es war 
bisher zweifelhaft, ob bei der Entwicklung der Riesenlarven ein viertes Larven- 
stadium eingeschoben wird oder nicht (GABRITSCHEVSKY und BripgEs 1928, OsTER 
1954). Um das zu priifen, wurden 290 junge dritte Larven im Alter von 3 Tagen 
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in Einzelzuchtglaser iibertragen. In Absténden von je einem Tag wurde nach- 
gesehen, wie viele der Larven ein Puparium gebildet hatten. Das Ergebnis zeigt 
Abb. 10. 

Der GrdBenunterschied zwischen den Riesenfliegen (Pupariumbildung am 
8. Tag) und den normal groBen Fliegen (Pupariumbildung am 5. Tag) war gleitend, 
und zwar wahrscheinlich deswegen, weil in den Einzelzuchten keine optimalen 
Zuchtbedingungen herrschten. Dennoch waren die kleinsten der Riesenfliegen 
groBer als die gré8ten der normal grofen. 

Das Futter von 30 Zuchtglasern der Larven, die am 8. Tag ein Puparium 
gebildet hatten, wurde aufgeweicht und nach Resten einer Larvenhiille durchsucht, 
besonders nach den gut sicht- 
baren Mundhaken. Es wurden \" 





keine gefunden. Die Alters- 
variabilitat unter den giant- 
Larven ist demnach zwar dis- 150 
kontinuierlich, aber ein viertes 











Larvenstadium wird nicht ein- § 
geschaltet. = 
Von 13 giant-Larven im File 
Alter von 8 und 9 Tagen Ss 
wurden die Speicheldriisen- § 
chromosomen auf ihr Puff- § 
bildungsverhalten hin un- 50 48 
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tersucht. Das Puffmuster 
der Chromosomen war nicht | 
von dem normaler Chro- 
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mosomen zu unterscheiden. 0 
= $ § 6 Z 8 9 Tage 70 


Im einzelnen wurden Drii- : 

: A Abb. 10. Altersverteilung fiir die Pupariumbildung 
sen im Stadium 1 (5), 1/2 von 290 giant-Larven (in Tagen von der Kiablage). 
(1), 2/3 (1), 4-(2), 8 (1), 10 » Seven ate in otnem euf der Abasieess bevelchneten 
(1) und 12 (2) gefunden. Intervall ein Puparium gebildet haben 
Die Larve, deren Chro- 
mosomen das Muster des Stadiums 10 zeigten, stand unmittelbar 
vor der Pupariumbildung. 

Demnach scheint kein Unterschied zwischen dem Verhalten der 
Chromosomen am Ende des Larvenlebens von normalen und von giant- 
Larven zu bestehen. Die Puffbildungsperiode beginnt in jedem Falle 
am Ende des Larvenlebens, unabhingig vom chronologischen Alter der 
Larven. 


Es ist leider nicht festzustellen, wie sich die Chromosomen der Riesenlarven 
am vierten Tage verhalten, also am Ende der Larvenzeit der sich normal ent- 
wickelnden Tiere. Auf diesem Entwicklungsstadium kann man den Larven namlich 
nicht ansehen, ob sie sich im Laufe der nachsten Stunden verpuppen oder zu einer 
Riesenlarve weiterentwickeln werden. — In allen Speicheldriisenkernen der 8 und 
9 Tage alten giant-Larven enthalt der Nucleolus zahlreiche (etwa 100) mit Orcein 
tief angefarbte Korner, die teilweise durch feine Faden miteinander verbunden 
sind. In den Nucleolen normaler Larven fehlen diese Strukturen. 
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Die Chromosomen der Igl-Larven 

Das mutante Allel lethal-giant-larvae (Igl; Chromosom II, Locus 0,0) ist homo- 
‘zygot letal. Ein Teil der Homozygoten stirbt bereits auf dem Embryonalstadium 
ab. Der Rest durchlauft alle drei Larvenstadien. Die erwachsenen Larven bilden 
aber nicht, wie normale Larven (s. S. 672), nach etwa 4 Tagen ein Puparium, 
sondern sie wachsen weiter bis zu einem Alter von 6, 10 oder gar 14 Tagen. Am 
Ende dieser Zeit sterben sie entweder als Larven, oder sie bilden noch eine sog. 
Pseudopuppe (ein Puparium, in dem keine Verpuppung stattfindet) und sterben 
bald im Anschlu8 daran ab. 

Die Konturen des Querscheibenmusters der Speicheldriisenchromosomen alter 
Igl-Larven sind nicht so klar wie die normaler Larven. Die X-Chromosomen waren 
immer konsistenzloser als die Autosomen; bei einigen Larven waren sie fast véllig 
aufgelést. 

Es wurden 20 Larven im Alter von 6 (4), 7 (6), 8 (3), 10 (6) und 13 (1) 
Tagen untersucht, ferner einige Larven und Pseudopuppen unbekannten 
Alters. Von den sechs 
10tagigen Tieren waren 
zwei noch bewegungs- 
fahige Larven, drei schon 
festsitzende, aber noch 
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Abb. 11. Verdickung im Unterabschnitt 63BC des a 4 
Chromosomenarms IIIL aus einer Jgl-Riesenlarve ausgestiilpten Spirakeln 


und eins ein helles Pupa- 
rium. Das 13tagige Tier war noch Larve. In keinem der Stadien wurde 
ein voll ausgebildeter Puff gefunden. Das Ende des X-Chromosoms und 
der Arm IIIL waren am ehesten mit dem Stadium 1 normaler Larven 
zu vergleichen, d.h., die Abschnitte 3C11—12 und 71C—E waren 
schwach verdickt, bei drei der 7 Tage alten Larven auch der Abschnitt 
68C. Die einzige bei diesenLarven beobachtete charakteristische Abwei- 
chung vom normalen Puffmuster des Stadiums | war eine Verdickung des 
Unterabschnittes 63 BC, die bei fiinf Larven beobachtet wurde (Abb. 11). 

Nach den Untersuchungen von Gros (1952) wachst die Jgl-Speicheldriise 
mindestens bis zur 10tagigen Larve. Es handelt sich wahrscheinlich um ein 
echtes Wachstum. Die GroéBenzunahme der Speicheldriise ist namlich rhythmisch, 
und es wird fiir méglich gehalten, daB die rhythmische GréBenzunahme im Zu- 
sammenhang mit einem entsprechenden Kernwachstum steht. Die Zellanzahl der 
Speicheldriisen, die schon im Embryo festgelegt wird und sich spater nicht mehr 
verandert, ist bei /gl-Larven geringer als bei normalen. Trotzdem und trotz lang- 
samerem Wachstum gegeniiber Normaldriisen erreichen /gl-Driisen in der 10tagigen 
Larve die gleiche GréBe wie die MaximalgréBe normaler Driisen. 

Wie die Bildung der Puparien zeigt, wird bei einem Teil der Jgl- 
Larven vor dem Absterben auch offenbar noch eine hormonale Si- 
tuation erreicht, die die charakteristischen Verdinderungen erméglicht. 
welche die Larvenhaut bei der Bildung der Puparien durchmacht. Die 
Speicheldriisenchromosomen zeigen jedoch kurz vor, wihrend und nach 
der Pupariumbildung keine Puffs, die fiir das entsprechende Stadium 
normaler Larven charakteristisch sind. 
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Besprechung der Ergebnisse 

Die Beobachtung, daB8 in den Speicheldriisenchromosomen von 
Drosophila melanogaster an spezifischen Orten Puffs gebildet werden 
und da8 jeder dieser Puffs auf einem fiir ihn charakteristischen Ent- 
wicklungsstadium auftritt und spater wieder riickgebildet wird, steht 
im Einklang mit den Beobachtungen bei anderen Dipteren (BEERMANN, 
Pavan und BREUER, MECHELKE a. a. O.). 

Die Frage nach der Bedeutung dieser Chromosomendifferenzierungen 
ist eingehend von BEERMANN (1956, 1959) besprochen worden. Es wird 
angenommen, da die Stoffansammlung in einem Puff, die mit der 
Strukturverainderung des betreffenden Chromosomenabschnittes ein- 
hergeht, durch gesteigerten Genstoffwechsel in diesem Abschnitt hervor- 
gerufen wird. Haporn (1958) gibt dabei zu bedenken, daB nicht alle 
Differenzierungen dieser Art Zeichen primarer Aktivitaét der Gene sein 
miissen, sondern da sich mindestens ein Teil von ihnen womédglich 
als eine spezifische Reaktion der betreffenden Chromosomenabschnitte 
gegeniiber auBergenischen Bedingungen in der Zelle herausstellen 
k6énnte. Man kann sich z. B. vorstellen, daB unter gewissen Bedin- 
gungen im Kern bei unveranderter Genaktivitat Zwischenprodukte des 
Genstoffwechsels voriibergehend angestaut werden und dadurch einen 
Puff bilden. Das mag fiir Faille zutreffen, in denen der Chromo- 
somenabschnitt nach der Puffbildung sowohl morphologisch als auch 
in seiner stofflichen Zusammensetzung zu dem gleichen Zustand zuriick- 
kehrt, in dem er sich vor der Bildung des Puffs befand (RupKrN 1955). 
In Fallen, in denen sich z. B. der DNS-Bestand einer Querscheibe im 
Zusammenhang mit der Puffbildung irreversibel veraéndert (PAVAN und 
BREUER 1955), méchte man jedoch an eine Puffbildung als Folge gestei- 
gerter Aktivitat des Genortes selbst denken. Solange Einzelheiten des 
Genstoffwechsels unbekannt sind, bleibt diese Frage unentschieden. 
Hinzu kommt, daB fiir beide Moglichkeiten, fiir eine Genaktivierung 
wie fiir eine Veradnderung der Reaktion des Chromosoms mit einem 
Ansto8 zur Puffbildung von auBergenischen Bedingungen zu rechnen ist 
(siehe Diskussion bei BEERMANN 1959). 

Unter Beriicksichtigung dieser Lage soll die mégliche Bedeutung einiger 
Beobachtungen aus der vorliegenden Untersuchung besprochen werden. 

In den beiden naher untersuchten Stadien, dem dritten Larven- 
stadium und der Vorpuppe, treten Puffs gehduft kurz vor dem Ende des 
Stadiums auf. Fiir das zweite Larvenstadium scheint das gleiche zu 
gelten. Diese Beobachtung deutet auf einen Zusammenhang der Speichel- 
driisenfunktion mit der Vorbereitung zum Ubergang in ein neues 
Entwicklungsstadium hin. In dieses Bild paBt das Verhalten der giant- 
Larven hinein, die kurz vor dem Ende ihres um etwa vier Tage verlan- 
gerten dritten Larvenstadiums das gleiche Puffbildungsverhalten zeigen, 
das fiir ein normales drittes Larvenstadium charakteristisch ist. 
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Aus dem Ausbleiben der Puffbildung bei Igl-Larven darf man wohl 
nicht ohne weiteres darauf schlieBen, daB das Auftreten der Puffs am 
Ende des dritten Larvenstadiums in der Normalentwicklung unabhangig 
ist vom Ubergang von der Larve zur Vorpuppe. Jgl-Chromosomen unter- 
scheiden sich ja von normalen nicht etwa durch eine nennenswerte 
Verdnderung oder zeitliche Verschiebung des Puffmusters, sondern 
durch das Ausbleiben der Puffs. Daher ist es wohl wahrscheinlicher, 
daB Jgl-Speicheldriisen zwar noch wachstumsfahig sind, aber in ihren 
Chromosomen deshalb keine Puffs bilden, weil sie nicht mehr funktions- 
faihig oder nicht mehr reaktionsfahig sind, je nach dem, ob Puffs als 
Funktions- oder Reaktionsorte der Chromosomen zu betrachten sind. 
Das Fehlen einer Reaktionsfaihigkeit kénnte wiederum entweder an 
inneren Bedingungen der Driise liegen oder daran, daB die hormonale 
Situation, die bei Jgl-Larven gelegentlich noch zur Pupariumbildung 
fiihrt, nicht ausreichend ist fiir das Einsetzen der Puffbildungsperiode. 
Hier kénnen Transplantationsexperimente weiterfiihren. 

Die beobachteten Unterschiede zwischen den Puffbildungsmustern der 
beiden untersuchten Stadien kénnen ebenso vielfaltig interpretiert werden. 
Gene in Chromosomenabschnitten, die nur in einem der beiden Stadien 
einen Puff ausbilden, mégen auch im jeweils anderen Stadium aktiv 
sein, ohne jedoch mit ihrer Aktivitét die zur Puffbildung erforderliche 
Schwelle zu erreichen. Denkbar ist auch, daB die Produkte des Gen- 
stoffwechsels, die im einen Stadium einen Puff bilden, in einem anderen 
Stadium umgangen oder sofort verwandelt werden, soda8 es nicht zur Puff- 
bildung kommt. DaB bei einer rhythmischen Funktion der Speicheldriise 
einzelne Gene in einem Stadium am Stoffwechsel beteiligt und im ande- 
ren Stadium vollig unbeteiligt sein kénnten, ist wohl wenig wahrscheinlich. 

Bei der Ausbildung eines normalerweise nicht auftretenden Puffs 
unter Ausnahmebedingungen, wie die des Puffs im Abschnitt 67C bei 
Driisen, die auf dem Stadium 5/6 in Ringerlésung gebracht wurden, 
kann man sich schwer vorstellen, da8 durch einen solchen Eingriff die 
Aktivitat eines Gens selbst verandert worden sein soll. Hier ist wohl 
eher an eine Anderung der stofflichen Zusammensetzung in der Zelle 
zu denken, die das Verhaltnis der Genaktivitat zur Puffbildungsschwelle 
verandern kénnte. 

Derartige, vorliufig untibersehbare stoffliche Verhaltnisse werden 
sicherlich auch fiir das Riickwértslaufen des Puffbildungsmusters bei 
Ubertragung von Driisen des Stadiums 1—5 in Ringerlésung verant- 
wortlich zu machen sein; und ebenso auch dafiir, daB der Puff in Ab- 
schnitt 66B in Ringerlésung niemals ausgebildet wurde. 


Summary 
1. In salivary gland chromosomes of Drosuphila melanogaster 
approximately 70 puffs have been registered. Those of the tip of the 
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X-chromosome and of the chromosome arm IITL have been investigated 
in detail. 

2. Puffs have been found during all investigated ages, i. e. the last 
24 hours of the 2-day third larval instar and the following 12-hour 
prepupal stage. Puffs are, however, most numerous during two distinct 
puffing periods, one at the end of each stage. Both periods are alike in 
that (a) each one extends over not more than six hours, mainly before, 
but also during and possibly slightly after entering the next develop- 
mental stage, (b) puffs are formed in specific chromosome sections, 
and (c) formation and disapparance of the puffs follows a characteristic 
order. Both periods differ in that (a) some puffs appear in only one 
of the two periods, and (b) the other puffs appear in both periods, but 
in a different order in each one. 

3. There is some evidence for a puffing period also at the end of 
the second larval instar. This, together with the observations of paragraph 
two suggests that puffing in salivary gland chromosomes is closely 
connected with the molting from one developmental stage to the next. 

4, The view given in paragraph three is supported by puff formation 
in larvae of the mutant giant (gt), whose third larval instar may be 
three times as long as normal. In spite of this prolongation their puffs 
are also formed at the end of this instar, identical in place and sequence 
with puffs of normal third instar larvae. 

5. Salivary gland chromosomes of another mutant, lethal-giant- 
larvae (Igl), on the other hand, do not develop typical puffs before or at 
the time of their puparium formation that occurs up to 14 days later 
than in their normal sisters. The independance of puffing and puparium 
formation in this case does not, however, necessarily contradict a 
possible interdependance of them in nermal development, since the 
salivary glands of this mutant are abnormal in their growth. 

6. Both salivary glands were removed from normal larvae. One of 
each pair was fixed immediately, while the remaining partners were 
kept for different intervals in Ringer’s solution. Depending on the ages 
of the larvae, three different types of puffing behavior in the second 
gland have been observed. Glands of larvae younger than a certain 
stage of the third larval instar showed a surprising reverse development 
of their puffing pattern; glands of larvae older than this stage went on 
with the development of their puffing pattern almost normally; and glands 
of larvae at precisely the pivotal stage showed in different cells different 
kinds of development: some developed in the reverse, others in the 
forward direction and still others showed abnormal puff combinations. 
These latter ones showed in addition a puff in subsection 67C that has 
not been found otherwise. 

7. A difference between the anterior and the posterior part of 
the gland was found in the puffing behavior of X-chromosome sub- 
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section 15BC, which forms a typical puff only in the anterior 
part. 

8. The results are discussed in connection with current interpretations 
of the puffing phenomenon. 
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THE INFLUENCE OF SUBSTANCES EXTRACTED FROM 
CIGARETTE-SMOKE ON MITOTIC PROCESSES IN ALLIUM CEPA 


By 
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With 5 Figures in the Text 
(Eingegangen am 9. April/23. Juni 1959) 


For a long time it has been known that various types of tar may act 
as carcinogenic agents; in later years this carcinogenic effect has been 
ascribed to the presence of specific polycyclic hydrocarbons. It has been 
shown that a number of such hydrocarbons are present in the tar of 
cigarette-smoke ; among others 3,4-benzpyrene, the carcinogenic activity 
of which is quite certain, and a number of others with a less obvious 
effect. 

The presence of such substances in cigarette-tar, together with the 
statistical data concerning a connection between cigarette-smoking 
and the frequency of pulmonary tumors, points to the dangers of cigarette- 
smoking. This statement finds some support in the observations of 
LEUCHTENBERGER éf al. (1958) that cigarette-smoke caused hyperplasia 
of the bronchial epithelium in mice, of PEacock (1958) who found 
lesions in the respiratory organs of birds after their exposure to cigarette- 
smoke and of BLackLock (1958) who observed tumor development in 
rats after inoculation of condensed cigarette-smoke. The validity of 
this statement however is limited, because a substance which is strongly 
carcinogenic in one animal, may be rather harmless in another. Dif- 
ferential susceptibility depends on genetic as well as on environmental 
factors. A striking example is that in mice very small quantities of 
3,4-benzpyrene provokes the appearance of malignant tumors, while 
analogous quantities in Guinea pigs have no or a very small effect 
(genetic factors); on the other hand a special diet may increase or 
decrease cancer susceptibility (environmental factors). 

Various authors, for instance CoorpER and LinpsEy (1955) have 
shown the presence in cigarette-tar of a number of polycyclic hydro- 
carbons, ‘such as acenaphthylene, anthracene, pyrene, 3,4-benzpyrene 
and 1,12-benzpyrelene, besides traces of fluoranthene, phenanthrene 
and antanthrene. Besides these substances GILBERT and LINDSEY 
(1956) have shown the presence of acenaphthene, fluorene, 1,2-benz- 
anthracene, perylene, coronene, naphthalene and 2-methyl-naphthalene 
in stubs from cigarettes. 1,12-benzpyrelene was not detected in stub 
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extracts. It seems to be certain that 3,4-benzpyrene is strongly carcino- 
genic, while acenaphthylene, anthracene, pyrene and 1,12-benzpyrelene 
are not or only weakly carcinogenic. These hydrocarbons are fat- 
soluble and by that they can be removed from the tar by extracting 
it with ether, benzol or other solvents. 

The question remains whether in tar, from which these hydro- 
carbons have been removed by extraction with ether, any residual 
substances remain, which are biologically active, or more exactly, 
which interfere with normal biological processes. It must be remembered 
that extraction with ether removes besides the polycyclic hydrocarbons 
also those, which are preferentially soluble in ether, but also in water. 


Materials and methods 

An aqueous emulsion of tar, obtained from cigarette-smoke, was extracted with 
ether unti! no further substances appeared in the ether. Warming the solution 
removed all traces of ether; the dry weight of the substances in this solution was 
determined. In this way a classification of the strength of the solution was obtained: 
solutions of 0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 0.32 and 0.64 p.m. have been used. 

These solutions were tested for their activity on growing roottips of Allium 
cepa, about 2.5 cm long. Once every two hours during a thirty-hours period, root- 
tips were cut off. Some roottips were fixed in Randolph fluid, imbedded in paraffin, 
microtomized for 10 thickness and stained with basic fuchsin. The remaining 
roottips were fixed in Carnoy 3:1, stained with basic fuchsin and squashed in 
acetic acid. The paraffin preparations were used for determining the general mitotic 
frequency, the squashes for studying the frequency of the various mitotic phases. 


Results 
Change of mitotic frequency and percentages of the mitotic phases 
As Table 1 demonstrates, a decrease of the mitotic frequency was 
observed as a result of increased concentration of the aqueous solution. 
The various mitotic phases 


Table 1. Percentage of nuclei in division after Teact differently to the 
treatment for 30 hours with tar extract solutions treatment. -The following 
of different concentrations diagram (Fig. 1) illustrates 








Concentration | Total number of % of nuclei the results of a quantitative 

in °/o0 nuclei analysed in division analysis of the frequencies 
Conn 2000 15.0 of the stages from prophase 

0.02 2000 10.8 to telophase. 
0.04 2000 9.5 From this diagram the 
eid — 4 followin nclusions can 
0.16 2000 8.5 ee Se 
0.32 2000 7.9 be drawn: 
0.64 2000 7.0 1. The frequency of 








prophase decreases rather 
regularly as the concentration of the aqueous solution increases, with- 
out any increase in prometaphase, metaphase and anaphase: conse- 
quently fewer interphase nuclei change into prophase. 
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2. The frequency of prometaphase, metaphase and anaphase de- 
creases as the concentration increases. This may partly be explained 
by the fact that fewer prophase nuclei are available, the decrease of 
the frequency of the particular phases, however, is greater than the 
decrease of prophase frequency. This seems to show that there is also 
a block inhibiting the prophase nuclei to proceed into prometaphase. 

3. The frequency of telophase increases only slightly at the lowest 
concentration; at higher concentrations the increase is more pronounced. 
This explains why the decrease of the general mitotic frequency is 
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Fig. 1. Diagram showing the quantitative alterations of the various mitotic phases under 
the influence of tar substances 


relatively largest in the weakest solution: in higher concentrations the 
decrease of all phases from prophase to anaphase is counterbalanced 
by an increase of telophase. 

The extracted residual substances of tar seem to prevent interphase 
nuclei from passing into prophase; similarly telophase nuclei from 
developing to interphase nuclei. 

The fact that the number of prophase nuclei decreases can have 
various causes. The residual substances may hinder the synthesis of 
DNA, rendering the nucleus incapable to change into prophase, or 
these substances may interfere with the synthesis of proteins, or a 
““mechanical”’ cause may be found in the prevention of chromosome 
spiralization, a process necessary for the interphase nucleus to pass 
into prophase. Most probably a combination of these processes is re- 
sponsible; a preliminary karyological study has pointed to a coopera- 
tion of a defective synthesis of proteins and irregularities of spiralization. 
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A lack of despiralization of chromosomes seems to be the cause 
of the observed increase in telophase. In late telophase, where despirali- 
zation of the chromosomes within the newly formed nuclear membrane 
occurs and the nucleolus is formed, some difficulty in the synthesis of 
proteins is indicated by karyological data. 


Karyology 


The longer the duration of action of the substances, the higher is 
the rate of mitotic irregularities; likewise the stronger the solutions 
used, the greater are the irregularities observed in nuclear divisions. 

Table 2 demonstrates the 


Table 2. Percentage of abnormal division stages relation: between the 


after treatment for 30 hours with tar extract strength of the solutions 








solutions of different concentrations and the irregularities ob- 
N =number of nuclei in special division stage, served. 
I =irregular nuclei in special division stage In mitosis the first ob- 
Concen- Prophase Metaphase Anaphase servable irregularities occur 
moe tN lrm*| N [1in%™| N [1x uring anaphase, followed 





by those in prometaphase 
Control | 660 0 | 200} <1 | 115 0 and metaphase (Figs. 2—5). 
0.02 | 610 28 | 170 10 125 |" 70 After two hours of ac- 
0.08 1500! 60 | 105 80 75 | 100 tion of the concentration 
0.16 | 520] 100 | 95] 100 | 55] 100 0.04 p.m. the irregularities 
observed were the following 
ones : 

a) Disturbances of the spindle figure, which render the anaphases 
chaotic: an irregular separation of chromosomes, chromosomes lagging 
in the equatorial plane and misorientation of the centromere in the 
nuclear space. 

b) “Stickiness” of chromosomes, the chromosomes clinging together 
and being drawn into long threads during anaphase. 

c) Fragmentation of chromosomes, acentric fragments staying behind 
in the metaphase plate. 




















After four hours of action of the same concentration, fragmentation 
also occurs in metaphase chromosomes. Thus it appears that anaphase 
is the most sensitive phase for the mutagenic effects of the substances. 
Prometaphase also becomes irregular; stickiness of chromosomes is 
accompanied by irregular structure; the contour of the chromosomes 
appearing bubbled. 


Six hours of action causes overspiralization of the chromosomes, first 
appearing in metaphase, by which their length is diminished to half 
their normal size. Abnormalities are also found in the prophase nuclei. 
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The nuclear membrane is dissolved, so that the long prophase chromo- 
somes are distributed through the cell plasm, which normally does not 
occur before the chromosomes have reached a much larger degree of 
spiralization. Asynchronism between the processes involving the nu- 
cleus and the nuclear membrane seems to occur, viz. the duration of 


sue _ ait ; 4 5 
Figs. 2—5. Diverse karyologic effects of treatment. 2. Lagging chromosome between two 
telophase nuclei and bridge formation. — 3. Chromosome fragments. — 4. Premature 
disappearance of the nuclear membrane in prophase. — 5. Apparent increase in size of late 
telophase nucleoli. x 1600 





those processes which maintain the nuclear membrane until the prometa- 
phase, is shortened or these processes cease to exist. The first of these 
assumptions seems the more likely, because in telophase nuclear mem- 
branes are being formed, while these membranes are not disturbed in 
interphase. 

After eight hours of action, or longer, the nucleolus seems to increase 
in size; this begins in late telophase nuclei but later can be observed 
also in interphase and prophase. However, this increase in size is not 
real. Staining the chromatin with Azur-A and counterstaining the 
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nucleolus with acid fuchsin shows that the nucleolus is surrounded by 
an unstained space. According to a personal communication from Dr. A. 
Koopmans the same phenomenon occurs in roottips of Allium cepa 
after treatment with aminopyrin; J. BRacHEtT (1954), who observed 
analogous phenomena in roottips of Alliwm cepa after treatment with 
ribonuclease, associates this abnormality with disturbances in protein 
synthesis. When the protein synthesis is interrupted and this disturb- 
ance becomes visible, an altered picture of the nucleolus can be expected, 
because of the important role this organelle plays in synthesis of RNA. 


A disturbance of DNA synthesis as such is not necessary for irregulari- 
ties of the processes of nuclear divisions, because fragmentations have 
been observed after two hours of action in anaphase, during which no 
DNA synthesis occurs. 


‘Discussion 


An attempt at a synthesis 


The fact that an apparent increase in size of the nucleolus appears 
in late telophase nuclei, corisequently in that period in which large 
quantities of new proteins must be formed, seems to indicate that the 
synthesis of protein is disturbed. Moreover if one is allowed to suppose 
that the spiralization of chromosomes results from an action of the 
protein in chromosomes, the abnormal spiralization may be supposed 
to be due to a disturbance in the proper action of this protein fraction. 
Such an interruption of protein metabolism is furthermore evidenced 
by the premature disappearance of the:nuclear membrane and is indi- 
cated by the results of KaurMANN and Das (1953) who observed abnormal 
nuclear divisions after treatment with ribonuclease. The results described 
in this paper seem to point to a disturbed synthesis of RNA, whereas 
no indications have been found in favour of a disturbance of DNA 
synthesis. i 

Nothing final can be said of the influence of these solutions on mice; 
a preliminary investigation suggests that the mitotic picture in the 
intestinal mucosa changes after intraperitoneal injection of these solu- 
tions. The-results here reported seem to prove without doubt that the 
tar of cigarettes, minus the polycyclic carbohydrates, retains its muta- 
genic character, or at least that the residual substances are able to 
influence the mitotic processes in plant cells. Their carcinogenic char- 
‘acter is still uncertain, but studies by Lasnitzky and KENNAWAY 
(1955) seem to point in that direction. They produced:a basal hyper- 
plasia in bronchiolar epithelium in lung explantates by the action of 
condensed tobacco-smoke, after removing all polycyclic hydrocarbons. 
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Summary 


1. The influence of solutions of cigarette-tar, from which the careino- 
genic polycyclic hydrocarbons have been removed, upon the mitotic 
processes in roottips of Allium cepa, was studied. 

2. These solutions changed the mitotic picture, in such a way that 
the prophases decreased, the telophases increased. 

3. Under influence of these solutions the nuclear divisions became 
abnormal. The abnormalities included disturbances of the spindlefigure, 
fragmentations and overspiralization of the chromosomes. 

4, These’ solutions seemed to have disturbed synthesis of proteins. 

5. In the discussion an effort has been made to relate these disturb- 
ances to disturbances of synthesis of RNA. 

6. It is still uncertain what influence these solutions have after intra- 
peritoneal injection into mice. 
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COMPARATIVE MICROPHOTOMETRIC STUDIES 
OF DNA AND ARGININE IN PLANT NUCLEI 


By 
JouN McLEISH 
With 12 Figures in the Text 
(Eingegangen am 1. August 1959) 


Introduction 


Many of the recent studies on the cell nucleus have been concerned 
with the association between desoxyribosenucleic acid (DNA) and basic 
protein and its bearing upon gene structure and the mode of chromosome 
replication. The quantitative aspects of DNA have been investigated 
partly by cytochemical methods, involving measurements of the amount 
of Feulgen stain in individual nuclei, and partly by biochemical analyses 
of nuclei from relatively large populations of cells. The results derived 
from both these methods have been correlated with chromosome counts. 

It has been found that, under normal conditions, the amount of 
DNA per cell is directly proportional to chromosome number (SWIFT 
1950a and b; LEUCHTENBERGER 1954). Thus, although exhibiting quan- 
titative constancy in some cells (Boivin et al. 1948; VENDRELY and 
VENDRELY 1948; Ris and Mirsky 1949), the amount of DNA can vary 
within predicted limits according to ploidy and to the stage of chromo- 
some replication or division (Swirt 1950a ;WALKERand Y aTEs 1952 ;PaTau 
and Swirr 1953; FRAzER and Davipson 1953). There may also be some 
variation according to the metabolic: activity of the cells concerned 
(LEUCHTENBERGER and SCHRADER 1952; RokEts 1954; La Cour e¢ al. 
1956; Evans 1956; CHAYEN 1958). 

In these connections, however, basic proteins have received far less 
attention. Although they may vary in composition in different tissues 
(STEDMAN and STEDMAN 1950; MauRITZEN and STEDMAN 1959), there 
is now cytochemical and biochemical evidence suggesting that in certain 
types of cells they too may show some degree of quantitative constancy. 
The cytochemical evidence has come from both plant and animal 
material in which comparative photometric measurements of the amounts 
of Feulgen and fast green staining were used to estimate the relative 
amounts of DNA and histone respectively. The results suggest that 
histones show a quantitative constancy similar to that of DNA (ALFERT 
and GEscHWIND 1953). Furthermore, it appears that in proliferating 
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tissues the syntheses of DNA and histone may proceed simultaneously 
resulting in the doubling of both these substances prior to cell division 
(ALFERT 1954; BLocH and GopMAN 1955). 


The biochemical work most relevant to this has been concerned with 
parallel determinations of the amounts of DNA and arginine. VENDRELY 
and VENDRELY (1953) and VENDRELY ef al. (1956) have shown that in 
many different species with different DNA contents, the arginine/DNA 
phosphorus ratio remains constant. Quantitative constancy in arginine 
has also been found in certain histone fractions of a number of species 
by STEDMAN and STEDMAN (1950) and MaurRITzENn and STEDMAN (1959). 


Arginine is of interest for two reasons. First, it is a characteristic 
component of nucleoprotein complexes in which it is usually present 
in high concentration (SERRA 1946); and secondly, it is probably asso- 
ciated with the acidic phosphate groups of DNA (Stern 1952; WILKINS 
1957). Although relatively gross biochemical methods, based on the 
Sakaguchi colour reaction, are available for the estimation of arginine in 
large heterogeneous populations of cells, until recently there was no 
way of applying this reaction cytochemically. The main obstacles which 
had hitherto prevented this, namely the weakness and instability of the 
coloured reaction product, have now been overcome. Moreover, a com- 
parison of the results derived by the Sakaguchi cytochemical method 
with those derived by standard biochemical procedures has been made. 
This has provided some justification for thinking that the cytochemical 
method can be used comparatively in the same way that the Feulgen 
reaction is used for measuring DNA (McLetsH et al. 1957). In more 
recent experiments, photometric measurements have been made of the 
amount of coloured Sakaguchi reaction product formed in isolated 
plant nuclei. The Sakaguchi values have then been compared with DNA 
values obtained from measurements of the amount of Feulgen staining 
in the same materia]. The preliminary results suggested that the amounts 
of DNA and arginine per nucleus might be related to one another and 
to the chromosome number (McLEIsH and SHERRATT 1958) and that 
there might be a regular doubling of arginine, as well as of DNA during 
mitotic interphase (McLEIsH and SHERRATT 1958; La Cour and CHAYEN 
unpub.). 

The present paper describes experiments which were designed to 
obtain more definite information on these points. The quantitative 
nature and reproducibility of the Sakaguchi reaction has been studied 
as well as the effects of different methods of fixation. Measurements of 
Sakaguchi staining have then been compared with measurements of 
Feulgen staining in nuclei of differing ploidy in a number of different 
species of plants. 

46* 
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Material 


The effects of fixation were studied on both animal and plant material using 
bull sperm and calf thymus nuclei as well as nuclei isolated from differentiating root 
tissues of Scilla campanulata. The measurements on polyploid series of nuclei 
were made using roots from diploid, triploid and tetraploid plants of Ranunculus 
ficaria and anthers and: roots from diploid and tetraploid plants of T'radescantia 
ohioen:is. For a close comparison of Feulgen and Sakaguchi values, by means of 
a sequential staining method to be described later, nuclei from roots of Vicia faba, 
Allium cepa and Scilla campanulata were used. 

Since the experiments comprised a comparative study of Feulgen and Sakaguchi 
staining in the same samples of material, no special precautions were taken to 
control environmental conditions. Plants of J'radescantia were grown in a glass- 
house, those of Ranunculus and Scilla in an unheated frame, and of Vicia and Allium 
in tap water at laboratory temperature. 


Techniques 
1. Isolation of nuclei 


Photometric measurements of Feulgen stained nuclei can be made on the intact 
cell since, under the conditions used, only the nuclei stain. The Sakaguchi reaction, 
on the other hand, gives a coloured complex in both nuclei and cytoplasm. As it is 
extremely difficult to calculate the amount of overlying and underlying cytoplasm, 
accurate measurements of nuclei can be made only if they are isolated from the 
cell before the reaction is carried out. Two methods of isolation were used and the 
one selected for any particular experiment is:stated in the appropriate place in the 
text. 

Method A. Isolation of nuclei from fresh roots. Nuclei have been isolated success- 
fully from fresh roots of Allium cepa (see Fig. 4d and e), Scilla campanulata, Vicia 
faba and Tradescantia ohioensis. The roots were carefully cleaned and then crushed 
between two glass slides in a drop of 0.14M sucrose containing 0.002 M CaCl, 
(cf. CHAYEN 1957). If shearing was avoided, the mixture of expressed sap and 
sucrose contained a suspension of clean nuclei and cytoplasmic particles but very 
little cell wall debris and few whole cells. This mixture was then drawn up in 
a fine glass pipette, diluted with approximately 1 ml of the sucrose solution and the 
nuclei collected by slow centrifugation. Nuclei in meristematic cells were isolated 
from the apical 2 mm of roots (after removal of the root cap) and adequate yields 
for making two or three smears were usually obtained from 10 roots. Nuclei from 
pieces of differentiated root tissue at various distances from the tip (stated in the 
text) were obtained in the same way. 

It is worth noting that no significant difference could be detected between the 
amount of Sakaguchi stain formed in nuclei isolated at room temperature (20° C) 
and the amount formed in those isolated in a cold room where the whole process 
was carried out at approximately 1° C. 

Method B. Isolation of Nuclei from fixed roots. Meristematic and differentiated 
pieces of root were fixed for 24 h. in 4% formaldehyde (pH 6.0—6.8) washed 
thoroughly and then homogenized in 45% acetic acid. The homogenate was then 
diluted with more: acetic acid and the nuclei, collected by slow centrifugation, 
were then squashed between a slide and coverslip. The preparation was gently 
warmed and the coverslip, to which most of the material adhered, removed by 
inverting the slide in a dish of 45% acetic acid. Finally, the coverslip was washed 
in distilled water. These preparations were by no means as clean as those obtained 
by method A but by careful searching some nuclei could be found which were 
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free of cytoplasm. Method B had the advantage that one root or a small section 
of a root could be used. 

Comparisons between methods A and B have been made in Vicia, Allium, 
and T'radescantia. The amounts of both Feulgen and Sakaguchi stain in nuclei 
prepared by method A were approximately 20% less than in those prepared by B. 
The fixatives used in A and B were the same. It seems probable, therefore, that 
while some nucleo-protein might be lost from the nuclei in both methods, more is 
lost in method A. 

A method similar to B was used on anthers of T'radescantia at about the time 
of completion of meiosis, when second telophase stages and young tetrads were 
found. Some second telophase nuclei were isolated by this method while others 
could be separated from the cells at the time of measurement by careful mani- 
pulation of the crushing condenser to be described later. Calf thymus nuclei and 
bull sperm were prepared according to a method described elsewhere (McLEISH 
et al. 1957). 


2. Methods of fixation 


Material to be stained by the Feulgen reaction was fixed in acetic alcohol (1:3) 
but occasionally 4% formaldehyde was used. Both fixatives have been used 
extensively and found to be satisfactory for the purpose (LEUCHTENBERGER 1958). 

Less is known about the influence of fixation on the Sakaguchi reaction and 
thus it was necessary to test a number of fixatives in order to compare their effects. 
Twelve were tested including four well known compound fixatives and their sepa- 
rate primary components, both coagulant and non-coagulant (BAKER 1958). The 
results are given in Table 1 and the following conclusions have been drawn from 
them. 

The amount of colour-complex produced in the reaction varies according to 
the fixative used and to the fixation time. In addition, the variation in the amount 
of colour-complex between cells in individual samples seems to be influenced by 
the fixation. 

The criteria for good fixation were considered to be the ultimate production, 
by the Sakaguchi reaction, of an intense colour irrespective of fixation time and 
with a minimum of variation within a group of measurements. Consequently, 
formaldehyde, or fixatives containing it, seemed to be the best. This was not 
unexpected in view of the well known action of this compound in preserving proteins 
(Wotman 1955; Baker 1958). For the main experiments 4% formaldehyde 
(pH 6.0—6.8) was chosen but no significant difference could be detected between 
this, 40% formaldehyde or BakeEr’s formaldehyde-calcium. LrEwitsky’s fixative 
also gave good results with bull sperm but only when used for a short time. 


The different results obtained may have been due to one or more of the follow- 
ing factors: to a combination of arginine with the fixative, to partial loss of arginine 
in the fixative or in the reaction mixture, or to differences in the availability of the 
arginine for the reaction. Experiments are now in progress to test these possibil- 
ities and the preliminary results suggest that arginine loss due to solubility in the 
strongly alkaline reaction mixture is probably one of the most important factors 
(McLetsH' 1958). Formaldehyde fixation seems to prevent this, as was originally 
suggested by SERrRa (1944). 

That there can be loss of arginine in fixation has been shown by La Cour et al. 
(1958). They found that a lipid fraction, and some protein material which gave 
a positive Sakaguchi reaction, were removed from whole roots during fixation in 
BakeEr’s formaldehyde-calcium. The loss of the lipid material, at least, could be 
prevented by the addition to the fixative of REINECKE’s salt. It was thought, 
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therefore, that if the protein and lipid were bound in the cell in the form of a lipo- 
protein complex, the protein might also be retained by the use of REINECKE’sS 
salt; the colour produced by the Sakaguchi reaction would then have been corre- 
spondingly enhanced. However, no difference could be detected between the 
amounts of Sakaguchi stain in Scilla campanulata nuclei which had been isolated 
from roots fixed in formaldehyde-calcium alone, and the amount in those from 
roots fixed in formaldehyde-calcium containing 1% REINECKE’s salt. This sugg- 
ested that the arginine removed in the experiments of La Cour et al. may have been 
free arginine, or arginine combined in protein in the cytoplasm, or possibly both. 
If arginine had been lost from individual nuclei, the loss was evidently too small 
to be detected by the photometric method. 


3. Reactions 


Feulgen. — Whole roots or smears of isolated nuclei were fixed in acetic alcohol 
(1:3), washed in distilled water and hydrolysed for 6 min. in N/1 HCl at 60°C. 
They were then rinsed in distilled 04 
water, stained in Feulgen reagent 
at pH 1.6 (prepared according 








to DarLineton and La Cour 
1942) for 2 h., washed for 15 min. FA i‘ 
in each of three successive changes a3 = \ 
of SO, water and mounted in ry\ 
glycerol. Formaldehyde-fixed ee te B 


material was treated in the same 
way except that washing after 
fixation was more thorough and 
hydrolysis was extended to 
12 min. 

The nature and specificity 
of the Feulgen reaction have ai 
been discussed elsewhere (FEvL- AL 
GEN and RossENBECK 1924; 
LessLeR 1953). But relatively 
little work, of the type reported 
by Dr Sterano (1948), Woops TT) 500 550 500 
(1957), WaLKER and RicHARDS Wavelength Tm 
(1957) and MacEnTEE (1959), on _ Fig. 1. Absorption spectra of the colour complexes 
the quantitative aspects of the formed by the Sakaguchi reaction in nuclei from 
reaction has been done. In spite roots of Allium cepa fixed in 4% formaldehyde. 


5 & —OoO— and —@—, untreated: —x—, after TCA 
of this, however, there is good tekinent 


justification for its use in quan- 
titative cytochemistry for relative measurements of DNA content (VENDRELY and 
VENDRELY 1956; LEUCHTENBERGER 1958). 

Sakaguchi. — After fixation and washing the preparations were coated with 
celloidin (BaKER 1947), air-dried, and taken through an alcohol series to water. 
The reaction mixture was prepared as follows: — to 47 ml 1% NaOH was added 
1 ml 1% 2,4-dichloro-x-naphthol in 70% ethanol and the mixture shaken vigor- 
ously. Then 2 ml NaOCl (Hopkin and Williams reagent containing 10—14% w/w 
available chlorine diluted x 10 with distilled water) was blown in rapidly from 
a fine pipette. The mixture was again shaken vigorously and used immediately. 
Preparations were immersed for 6 min. at 20° C, then drained and rinsed in a large 
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volume of 1% NaOH for 10min. and finally mounted in alkaline glycerol at 
pH 11.3 (McLetsuH et al. 1957). 

Although the Sakaguchi reaction is known to be highly specific for arginine 
(Sakacucut 1925; BakER 1947) and has been used successfully biochemically 
(DumMazzERT and Pocer 1939; BuatracHaRya et al. 1958) and histochemically 
Serra 1946; THomas 1946) little is known of its quantitative nature or reprodu- 
cibility when used cytochemically. Hoover and Tuomas (1951), using nu- 


Table 2. 


Test on the reproducibility of the Sakaguchi 
reaction in bull sperm and 2C nuclei of Scilla cam- 
panulata (isolated from differentiating root tissue, 
5—8& mm from apex, by method B); both fixed in 


% formaldehyde 24 h. 


Expt. 1: 10 preparations of each stained in 
10 different samples of reaction mixture. Expt. 2: 
10 preparations of each stained in the same sample 




















of mixture. 
Expt. 1 Expt. 2 
Xd ia No. of No. of 
— ae, Mean + S.E. revert Mean + S.E. 
ments ments 

10 125+1.5 10 130+ 1.7 

10 126+1.5 10 127+1.5 

10 126 + 2.0 10 126+1.5 

g 10 120+.1.5 10 130 + 2.0 

a 10 128 + 2.1 10 128+1.9 
i 10 130+2.0 | 10 131 41.5 
a 10 127+1.8 10 127+1.5 
ai 1c 126+1.8 10 130+ 1.0 
10 130 + 2.2 10 129+1.3 

10 128+. 1.8 10 129+1.3 
Mean = 127 + 0.89 | Mean = 129 + 0.48 

su iT. 240 + 3.5 20 248+ 2.4 
= 20 247 + 3.0 20 240 + 3.2 

3 15 225 + 2.9 20 230 + 3.3 

3 30 233+3.0 | 20 240+2.9 

8 20 239 + 3.3 20 236 + 2.9 

3 20 245 + 3.3 15 227 +3.5 

y 20 | 2504+2.9 | 26 |, 233+3.0 

= 25 210+2.9 20 240 + 3.5 

3 19 229+ 2.9 20 242 4-2.7 
% 20 222+3.1 20 234 + 2.6 





Mean = 234 4.3.7 





Mean = 237 +1.2 


cleoprotein and protamine 
incorporated into agar 
blocks, found conformity 
with the Beer-Lambert 
Laws but the range of con- 
centrations used was not 
stated. 

Similar tests have been 
made in solutions of prota- 
mine, thymus nucleopro- 
tein and arginine. In these, 
the light absorption of the 
colour-complex formed in 
the reaction was found to 
be directly proportional to 
the concentration of the 
solutions in the range 0.01 
to 0.2 mg./ml. Unfortuna- 
tely, attempts to obtain re- 
producible results in model 
systems of nucleoprotein, 
incorporated into agar or 
gelatine, at concentrations 
comparable with those 
found in the cell have so far 
been unsuccessful. This is 
partly due to a tendency 
for the protein, in these 
model systems, to dissolve 
during the reaction even 
when this is preceded by 
prolonged fixation in form- 
aldehyde. It is not yet 
possible to be certain, the- 
refore, whether ornot extra- 
polation from the in vitro 
results at lower concentra- 
tion is justifiable. 


The colour complexes formed with thymus nucleoprotein and protamine 
solutions gave visible absorption maxima at 517mu (McLetIsH and SHERRATT 
1958). More recently, absorption spectra of the colour complex formed in onion 
root nuclei have kindly been obtained for me by Dr. W. B. Looney, Department 
of Radiotherapeutics, Cambridge. In these the absorption maximum is also at 


517 nu (Fig. 1). 


The reproducibility of the reaction in the cell has been tested using both bull 
sperm and nuclei from differentiating root tissue of Scilla campanulata (prepared 











DNA and arginine in plant nuclei 693 


by method B). In each case, 10 preparations were made from the same samples 
of material so that no difference between preparations was considered to exist. 

Two tests were made (see Table 2). In the first, 10 preparations were stained 
in 10 different samples of reaction mixture whereas in the second, all 10 were 
stained in the same sample of mixture. The results, in Table 2, show that the error 
was much greater in the first test. This was to be expected in view of the well 
known difficulty, in the Sakaguchi reaction, of obtaining exact reproducibility 
in the mixing of the reagents. Therefore, in experiments in which comparisons had 
to be made between preparations, these were stained in the same sample of reaction 
mixture. Sometimes this was impossible and comparisons had to be made between 
preparations stained in different mixtures. In these cases, the results were care- 
fully checked by staining a known standard preparation together with the unknown 
preparations. The standard preparations were usually bull sperm which had been 
fixed in 4% formaldehyde. 


4. Sequential staining 

Where closer comparisons had to be made, the Feulgen and Sakaguchi reactions 
were carried out in sequence on the same.preparation by following a modification 
of the procedure of BLocu and GopMan (1955). A preparation, fixed in 4% form- 
aldehyde, was stained by the Feulgen reaction, and the absorptions of a random 
sample of nuclei measured. Their positions were carefully mapped. The prepa- 
ration was then destained by treatment in 5% trichloroacetic acid (TCA) at 90°C 
for 30—40 sec. (cf. SCHNEIDER 1945), washed in several changes of distilled water, 
filmed with celloidin and stained by the Sakaguchi reaction. The same nuclei 
were then re-located and measured once more. 


5. Photometric measurements 


The amounts of Feulgen and Sakaguchi stain were measured with an integrat- 
ing microdensitometer (DEELEY 1955) at wavelengths of 553 my and 517 mu 
respectively. A crushing condenser (Davies, WILKINS and Boppy 1954) was used 
to bring all the stained material within the depth of focus of the microscope. A fila- 
ment projector lamp has now been fitted to this instrument by CRAWLEY (unpubl.) 
and was used in conjunction with interference filters (Messrs. Barr and Stroud). 
These gave approximately 40% peak transmission at the desired wavelengths 
and half-widths of 23 mu. The errors in the measurements of both stains, due 
to random fluctuations of the microdensitometer and to glare and other optical 
effects, were of the order of + 2% (DrELEy 1955; McLutsH et al 1957). 


Measurements of polyploid series of nuclei 
1. Tradescantia ohioensis 

Diploid (2x) and tetraploid (4x) plants were used having 12 and 
24 chromosomes respectively. 

The first measurements were made in diploid plants on nuclei in the 
second telophase stage of meiosis. From the observation that meiosis 
was proceeding normally, these nuclei were known to contain the haploid 
number of 6 chromatids. Further measurements were made, in both 
diploid and tetraploid plants, on telophase, interphase and prophase 
nuclei from root meristems and on nuclei from differentiating root 
tissue (3—5 mm from the root apex). The ratio of the numbers of 
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chromatids in different nuclei forming this series was 1:2:4:4:8 and 
the object of the experiment was to see how this ratio compared with 
the ratios obtained from photometric measurements of the amounts of 
Feulgen and Sakaguchi stain in the same series. 

The results are summarised in Table 3 and Fig. 2. As was expected 
from the results of other workers (Swirr 1950a; WALKER and YATES 


Table 3. Mean values for the amounts of Feulgen and Sakaguchi stain in nuclei, 
at different stages, in diploid and tetraploid plants of Tradescantia ohioensis (see 
: Fig. 2) 
The means and standard errors are given for the total number of measurements 
made in each C-class. Since interphases included few intermediate values, they 
were lumped with other stages in calculating ratios. 






























































Diploid Tetraploid 
Stain Stage 1c aC 1c 4c 8C Ratio 
Telophase .. . 96 205 _— 387 — 
Prophase. . . . — — 411 — 775 
& |Interphase... | — 217 380 396 775 
E Differentiating . | — 201 388 390 751 
No. of measure- 
ments... . 30 51 43 57 13 
Moan. s(t. 96 + 1.5] 208 + 3.5 | 395 + 2.4] 393 + 3.6 | 767 +.7.2 | 1:2.2:4.1:4.1:8.0 
Telophase .. . 68 — _ — . — 
5 Interphase. . . — 163 290 287 557 
§, | Differentiating . — 141 298 293 561 
4s No. of measure- : 
2) monte .9°3-."°3 37 53 52 a 34 
MeGN li. Toss 68 + 1.8] 153 +. 5.6 | 296 + 5.5 | 288 + 4.1 | 559+ 9.0 | 1:2.2:4.3:4.2:8.2 


1952; Patavu and Swirr 1953; DEELEY et al. 1954), the Feulgen values 
in root meristem interphase nuclei, of both diploid and tetraploid 
plants, gave bimodal distributions. The modes corresponded with the 
2C, 4C and 8C levels as established by measuring telophases and pro- 
phases. There were also a few intermediate interphase values due, 
presumably, to nuclei engaged in DNA synthesis (SwiFrr 1950a; HowaRrp 
and Pretc 1951). The nuclei from differentiating cells gave Feulgen 
values which were grouped around the 2C, 4C and 8C levels. The 
figures given for interphase nuclei in Table 3 are derived from the means 
of values lying on either side of points shown by arrows in Fig. 2. 

The Feulgen values for these different types of nuclei gave a ratio 
which agreed very closely with the ratio of the number of chromatids. 
This result is in good agreement with that obtained by Swirr (1950b) 
in other diploid and tetraploid species of T'radescantia. 
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For reasons stated earlier, measurements of the amount of Sakaguchi 
stain had to be made on preparations of isolated nuclei; in this experi- 
ment they were obtained from roots and anthers by method B. The 
preparations made from roots did not contain mitotic stages so that all 
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Fig. 2. Results of measuring the amounts of Feulgen and Sakaguchi stain in nuclei from 

diploid (2x) and tetraploid (4x) plants of Tradescantia ohisensis. second telophase of 

meiosis; [[_] mitotic interphase; mitotic telophase; 8 mitotic prophase; 
nuclei from differentiating tissue 


the values derived from roots, and shown in Table 3 and Fig. 2, are for 
interphase and differentiating cell nuclei. In spite of this, there was good 
agreement with the Feulgen results and the distribution of values was 
very similar, as shown in the histograms (Fig. 2). In roots, the values 
fell into two groups with few intermediates; the mean of one group was 
approximately twice that of the other. For simplicity, in this and sub- 
sequent experiments, such groups are assigned to a C-class although 
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it must be remembered that, for Sakaguchi staining, such classes. are 
not based on measurements of mitotic stages. In T'radescantia, however, 
‘the basic 1C level can be established from measurements made on 
nuclei in the second telophase stage of meiosis. 
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Fig. 3. Results of measuring the amounts of Feulgen and Sakaguchi stain in nuclei from 
roots of diploid (2x), triploid (3x) and tetraploid (4x) plants of Ranunculus ficaria. 
(—) interphase; telophase; Ei prophase; nuclei from differentiating cells 








The Sakaguchi values, for the different types of nuclei measured, 
gave a ratio which agreed closely with the Feulgen ratio and with the 
ratio of the number of chromatids. 

A similar experiment was carried out, this time on roots only, in 
which method A was used to isolate nuclei for the Sakaguchi reaction. 
As mentioned earlier, the amount of Sakaguchi stain in such nuclei is 














about 20% lower owing, 
presumably, to loss of 
protein in the sucrose 
medium. However, the 
ratio of Sakaguchi 
values again agreed 
closely with both the 
Feulgen and chromatid 
ratios. 


2. Ranunculus ficaria 


From counts on me- 
taphase cellsin root-tips, 
the plants were known 
to be diploids (2x), 
triploids (3x) and tetra- 
ploids (4x) having 16, 24 


and 32 chromosomes 
respectively (Fig. 4: a, b 
and c). Photometric 


measurements were con- 
fined to nuclei (prepa- 
red by method B) from 
meristematic and dif- 
ferentiating root tissue. 
The results shown in 
Table 4 and Fig. 3 are 
essentially similar to 
those obtained in T'ra- 
descantia. Feulgen and 
Sakaguchi values for 
interphase nuclei gave 
similar bimodal distri- 
butions. Unlike T'rades- 
cantia, however, the 
values for both stains 
in differentiating cell 
nuclei (2:5—3.5mm from 
the root apex) were 
grouped only at the 


levels corresponding 
with the telophase 
values — i.e. the 2C, 


Table 4. Results of measuring the amounts of Feulgen and Sakaguchi stain in nuclei, at different stages, in diploid, triploid and tetraploid 





plants of Ranunculus ficaria 





as in Table 3. 


The mean values and ratios are calculated 
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Fig. 4. a—c, photographs of metaphase cells in root meristems of Ranunculus ficaria. 

a, diploid piant with 16 chromosomes; b, triploid with 24 chromosomes; c, tetraploid with 

32 chromosomes. Prepared by Feulgen squash technique. x 1600. d and e, nuclei isolated 
from root meristems of Allium cepa by method A. d, Feulgen-stained; 

e, Sakaguchi-stained. x 1120 
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3C and 4C levels in diploids, triploids and tetraploids respec- 
tively. 

The ratio of the numbers of chromatids in the nuclei forming the 
series was 2:4:3:6:4:8 and both the Feulgen and Sakaguchi values 
fitted this closely. The experiment has been repeated with very similar 
results. 


3. Comparison between Tradescantia and Ranunculus 


It is generally realised, in this type of work, that comparative photo- 
metric measurements should be restricted to one species and preferably 
to cells within one pre- ap 
paration. However, it see- 9 ? 
med possible that a more 
direct comparison be- 
tween T'radescantia and 
Ranunculus might yield 
further information on the 
correlation between the 
two kinds of staining. 
The object was to see if 
the Feulgen/Sakaguchi 
ratio for a particular type 
of nucleus was in any way 
similar in the two species. 

Measurements were a 
made on the lines des- 





« Tradescontia ohjoensis 
° Ranunculus ficoria 
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Fig. 5. Illustrating the correlation between the amounts 





cribed above, but greater 
care was taken to ensure 
that the reactions were 


of Feulgen and Sakaguchi stain (in arbitrary units) 
in the different types of nuclei shown in Figs. 2 and 
3. Each point representsthe mean of several meas- 
urements made on one particular type of nucleus 








carried out under exactly 
comparable conditions and that the optical conditions for the 
measurements were similar. The amounts of Feulgen and Sakaguchi 
stain were measured at 553 my and 517 my respectively but apart from 
this difference, the microdensitometer was set up in the same way at 
the same sensitivity range. The results are summarised in Fig. 5. The 
mean Feulgen/Sakaguchi ratio obtained from all the nuclei measured 
in Tradescantia was 2.69; the comparable ratio obtained in Ranunculus 
was 2.82: The figures, when plotted, were found to lie on the same 
straight line (Fig. 5) suggesting that comparisons between species might 
be possible. 

Work is now in progress on roots of a wider range of species having 
bigger differences in the total nucleoprotein content of their nuclei. 
From this it should be possible to see whether, in these types of nuclei 
at least, the Sakaguchi values are always proportional to the Feulgen. 
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4. Comparative measurements in other species 

Further comparisons between Feulgen and Sakaguchi measurements 
have been made in root nuclei of Scilla campanulata, Vicia faba and 
Allium cepa. In interphase nuclei of all these species both Feulgen and 
Sakaguchi values gave bimodal distributions. Moreover, the proportions 
of values falling into either of the 2C or 4C classes were very similar 
for the two stains. For example, in interphase nuclei of Scilla plants 
grown at 10°C and in which there were no intermediate values, 78% of 
the Feulgen and 72% of the Sakaguchi values were in the 2C range. 
There were also close similarities between the amounts of the two stains 
in nuclei from differentiating root tissue. In differentiating cell nuclei 
of Scilla, 90% of the Feulgen values and 94% of the Sakaguchi values 
were 2C. In Vicia differentiating cell nuclei, on the other hand, the 
majority of Sakaguchi values were 4C as were the Feulgen values 
(c.f. DEELEY et al. 1954; SNOAD, unpub.) 

These results, and the preceding ones obtained with J'radescantia and 
Ranunculus, suggest that in the types of nuclei studied there is some 
degree of constancy of arginine which pavallels that of DNA. In adition, 
the shapes of the histograms suggest that arginine, like DNA, is doubled 
during synthesis in part of interphase and then halved at mitosis. Jn 
order to determine how the syntheses of the two substances are related 
in time, a further series of experiments were carried out in which Feulgen 
and Sakaguchi staining was measured, in sequence, on the same nuclei 
so that direct comparisons could be obtained. 


Sequential staining 
1. Preliminary tests 

The method whereby measurements of the amounts of Feulgen and 
Sakaguchi stain can be obtained on the same nuclei, has already been 
described. It was chosen after tests had been made to determine how 
the treatments in connection with the production and removal of 
Feulgen staining, affected the subsequent staining with the Sakaguchi 
reaction. These tests were made using nuclei from differentiating root 
tissues of Scilla campanulata, fixed in 4% formaldehyde for 24h. and 
prepared by method B. 

The first test was designed to see if Feulgen hydrolysis had any 
effect. Preparations were therefore hydrolysed for 12 min in N/1 HCl 
at 60°C and washed. The amount of Sakaguchi stain formed in these 
was then compared with the amount formed in unhydrolysed controls. 
The fact that no significant difference could be detected suggested that 
no arginine-containing protein had been lost in the hydrolysis. This was 
in agreement with the results of Di StrFano (1948) who found the total 
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amount of protein, as estimated by the modified Millon reaction of 
PoLLISTER and Ris (1947), to be unaffected by optimal Feulgen 
hydrolysis. 

The second test concerned the effect of TCA treatment. In the 
methods of SCHNEIDER (1945), PoLListeR and Ris (1947) and Biocu 
and GopMAN (1955), the material was treated in 5% TCA at 90°C for 
15min. Preparations of Scilla nuclei were therefore given this treat- 
ment, washed, and the amount of Sakaguchi stain formed in them 
compared with the amount formed in 0 











untreated controls. There was a re- + 

duction in the amount of stain,inTCA- » sk 

treated nuclei, of the order of 25%. 8 

This probably reflected a loss of pro- § a 

tein although another possible effect 8 oe F 
of TCA in changing the number of ~ D 

guanido groups available for the re- s 5| 

action cannot entirely be ruled out. A 

staining reduction of the same order ‘ | 

has also been found in nuclei of Allium 0 ; 200 Yo 
cepa (Fig. 6) and Vicia faba prepared Arbitrary units of absorption 


by both methods A and B. Combined Fig. 6a and b. Showing the difference 
between the amount of Sakaguchi 


Feulgen hydrolysis and TCA treatment _ stain in contro) preparation (a) and 


. . in preparations which had been TCA- 
did not cause any further reductions {)otcq (b), Both eieiiadtnalos ‘Weak 


in staining. made from the same sample of nuclei 
% isolated from root meristems of 
It seemed possible that pre- Allium cepa 


liminary TCA extraction might have 

affected the nature of the colour-complex produced by the Sakaguchi 
reaction. The reduction in staining might then have been a spurious 
effect due to a shift in the absorption maximum. This was ruled out by 
absorption curves of the colour-complex in TCA-extracted onion root 
nuclei. These curves, which were again obtained by Dr. W. B. Looney, 
still had absorption maxima at 517 my (Fig. 1). 


Attempts to compare the effects of desoxyribonuclease with those 
of TCA have been unsuccessful because formaldehyde fixation, which 
is necessary for the success of the Sakaguchi reaction, renders the DNA 
resistant to extraction by the enzyme (KAUFMANN ef al. 1951a). 


In further tests, the effect of varying the time of TCA treatment 
was investigated. The fact that the amount of Sakaguchi stain reached 
a stable level (Fig. 7), in preparations which had been TCA-treated for 
4 min. or more, suggested that perhaps a specific fraction of arginine- 
containing protein had been removed. It is worth noting that ScHNEI- 
DER (1945) had evidence that a nitrogen containing compound, other 
Chromosoma (Berl.), Bd. 10 47 
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than nucleic acid, could be extracted by hot TCA. However, little is 
known of the effects of different methods of fixation on the subsequent 
removal of cell components by TCA. The results of KAUFMANN et al. 
(1951b) and Daviss et al. (1957) showed that some fixatives can make 
nucleic acids, at least, more resistant to extraction. 

Since the object of TCA treatment, in the present experiments, was 
merely to remove Feulgen staining, tests were made to find the minimal 
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Fig. 7. Showing the amounts of Sakaguchi stain in 2C nuclei from differentiating root 
tissue of Scilla campanulata which had previously been treatedin 5% TCA at 90°C for 
different times. Each point represents the mean of 30 measurements 


Fig. 8. Showing the amounts of Feulgen stain, in 2C nuclei from differentiating root tissue 
of Scilla asec ann which remain after different times in 5% TCA at 90°C. Each point 
represents the mean of 30 measurements 


treatment required. Preparations stained in Feulgen were measured 
photometrically after different times in 5% TCA at 90°C and it was 
found that all the stain could be removed in 20—30 sec. (Fig. 8). In 
the main experiments, therefore, it was thought safer to select a time 
for TCA treatment (i.e. 30—40 sec.) which lay between the time at which 
Feulgen stain had been removed and the time at which it was considered 
(from Fig. 7) protein loss might begin. 

Although this precaution was taken, in the experiments about to be 
described, it must be noted that the general results obtained with the 
Sakaguchi reaction after 15 min. TCA treatment were similar. This 
suggested that if there had been a loss of arginine, this loss was uniform 
from all cells. For example in Vicia faba and Alliwm cepa (Fig. 6), 
interphase nuclei still gave bimodal distributions, and values for nuclei 
from differentiating cells were still grouped in different C-classes in the 
same proportions. 
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2. Measurements 


In the first experiment, Feulgen and Sakaguchi staining was measured 
photometrically in the same random sample of interphase nuclei isolated, 
by method A, from root meristems of Allium cepa. The results are 
illustrated in Fig. 9. Similar measurements were made on interphase 
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Fig. 9. Result of an experiment in which the amounts of Feulgen and Sakaguchi stain 
in arbitrary units were measured, in sequence, on the same interphase nuclei isolated 
from root meristems of Allium cepa 


nuclei from root meristems of Vicia faba (Fig. 10). In both species 
there was a positive correlation between the two sets of values suggest- 
ing that the syntheses of both DNA and arginine, if not simultaneous, 
had at least occurred relatively close together in interphase. If they 
had been more widely separated in time, some 4C values for one stain 
would have been expected to correspond to some 2C values for the other 
and this was not found. A similar correlation was obtained in nuclei 
from differentiating root tissue of Scilla campanulata (Fig. 11). Nuclei 
which gave 2C Feulgen values also gave 2C Sakaguchi values. The same 
applied to 4C nuclei. 
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Fig. 10. Results of an experiment, similar to that 
illustrated in Fig. 9, using interphase nuclei isola- 
ted from root meristems of Vicia faba 
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Fig. 11. Comparison of the amounts of Feulgen and 
Sakaguchi stain (in arbitrary units) measured, in se- 
quence, on the same nuclei isolated from differentia- 
ting root tissue (5 to 8 mm from the apex) of Scilla 
campanulata. The two groups of points correspond 
with the 2C and 4C values. Not a random sample 


These results are similar 
to those of BuLocn and 
GopMAN (1955a) who, on 
the basis of Feulgen and 
fast green staining, sug- 
gested that the syntheses of 
DNA and histone occurred 
simultaneously in inter- 
phase. 

Although the distribu- 
tion of Sakaguchi values 
in plant nuclei strongly 
suggests that there is a 
doubling of arginine du- 
ring a relatively restricted 
period of interphase, it 
cannot be said whether 
this doubling reflects the 
behaviour of the nuclear 
protein as a whole, or the 
behaviour of a_ protein 
fraction such as histone or 
the ‘“‘residual protein”’ of 
Mirsky and collaborators 
(see Mirsky 1947). Dry 
mass determinations by 
interferometry (RIcHARDS 
and Davis, in prepara- 
tion) have shown that in 
mouse ascites cells, the 
total amount of nuclear 
protein doubles during in- 
terphase but thatitsaverage 
increase, unlike that of 
DNA, is approximately 
linear. However, as pointed 
out by Davrss (1958), this 
does not rule out the pos- 
sibility that a fraction of 
the protein may be syn- 
thesised during a_ short 


period of interphase. Similar dry mass studies on plant nuclei should 
be of interest in relation to the results reported in the present paper. 
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Nuelei in differentiating cells 


In the earlier experiments, when measurements of nuclei from 
differentiating cells were required, these nuclei were isolated from a small 
segment of root at a specified distance from the apex. Consequently, 
it was not known whether the correlations which existed between Feulgen 
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Fig. 12. Results of an experiment in which the amounts of Feulgen and Sakaguchi stain 

were measured in nuclei from different segments of the primary root of Vicia faba at different 

distances from the apex. A, meristem 0.5—1.5 mm; B, 7—8 mm; C, 12—13mm; D, 

17—18 mm; E, 22—23 mm. Hatched, prophases. The Sakaguchi values in segment A 
were obtained from a random sample of 70 interphase nuclei 


and Sakaguchi staining in these regions, and in the meristem, also 
existed in other differentiating regions of the root. To investigate this, 
the amounts of both types of stain in nuclei from the primary root 
meristem of Vicia faba were compared with the amounts of stain formed 
in nuclei from separately fixed segments of root taken at different dis- 
tances from the apex. 

A primary root was sliced in. half longitudinally and each half was 
then sectioned as shown in Fig. 12. The sections from one half were 
fixed in acetic alcohol (1:3) for Feulgen staining and those from the other 
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half in 4% formaldehyde for Sakaguchi staining after the nuclei had been 
isolated by method B. 

With Feulgen staining, the 4C level was established by prophase 
measurements in the meristem. The results of these measurements, and 
those made on random samples of nuclei in various other regions of the 
root, are in general agreement with the results of Hotmss ef al. (1955), 
DEELEY et al. (1957), and Snoap (unpub.). With increasing distance 
from the apex, nuclei which gave 2C values decreased and finally dis- 
appeared whereas the proportion of nuclei which gave 4C values, or 
above, increased. The distribution of Sakaguchi values in these various 
segments was very similar (Fig. 12). However there was. one important 
difference. With the Feulgen values, the level of each C-class remained 
the same in each segment; but with the Sakaguchi values, there was an 
upward trend with increasing distance from the apex. Thus the 4C 
Sakaguchi values in the 22—23 mm segment were approximately 25% 
higher than those in the 7—8 mm segment. ‘The simplest explanation 
for this would be that there is an increase in the amount of arginine per 
nucleus accompanying the changes associated with cell growth and 
differentiation. But other factors may be involved. For example, the 
availability of the guanido groups for the reaction may not be the same 
in the meristem as they are in differentiated tissue due to the sort of 
changes in the relative amounts of DNA, histone and residual protein 
as envisaged by BLocw and Gopman (1955b). It is also possible that 
the amount of arginine-containing protein which is lost in fixation or 
in making the preparations, or in both these processes, is different for the 
meristem and differentiating tissues. 

In this experiment, and in those described earlier, the spread of 
Sakaguchi values was always greater than that of Feulgen values. It 
is impossible to say, as yet, whether this is due to greater variation be- 
tween cells in the amount of arginine they contain, or to errors in the 
technique. 

Summary 

Photometric measurements have been made of the amounts of stain 
formed in the Feulgen (DNA) and Sakaguchi (arginine) reactions in plant 
nuclei of differing ploidy. 

In nuclei of diploid and tetraploid plants of T’radescantia ohioensis 

and of diploid, triploid and tetraploid plants of Ranunculus ficaria, both 
Feulgen and Sakaguchi values gave ratios which agreed closely with the 
ratios of the number of chromatids known to be present. The Feulgen/ 
Sakaguchi ratio for each of the different types of nuclei measured was 
very similar both within and between these two species. 

In the interphase nuclei of five different species, both Feulgen and 
Sakaguchi values gave bimodal distributions. In the nuclei of differen- 
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tiating cells, the proportions of values falling into each of the 2C, 
4C or 8C classes were the same for both stains. 

Measurements of the amounts of both stains were made in sequence 
on the same individual nuclei and a positive correlation found between 
the two sets of values. 

In nuclei from differentiating cells of Vicia faba primary roots, the 
Feulgen/Sakaguchi ratio decreased with increasing distance from the 


apex. 
The following suggestions were made from the results: (a) that 
there is some degree of quantitative constancy of nuclear arginine which 
parallels that of DNA; (b) that the amount of nuclear arginine, like 
that of DNA, is doubled during synthesis in interphase; (c) that the syn- 
theses of DNA and arginine in interphase, if not simultaneous, at least 
occur within the same relatively short period; (d) that there may be 
a difference in the DNA/arginine ratio between the nuclei of meristematic 
and differentiating cells. 
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Zusammengestellt von Dr. RoLanD Dietz, Wilhelmshaven 


(Seitenzahlen in Fettdruck bei Autorennamen verweisen auf die Originalarbeiten) 


Acanthoderus 273 
Achillea asplenifolia 367, 368, 375, 380, 


382, 394 

—, normale und gestérte Meiose 374 

— xX A. setacea 393—396, 462 

— xX — —, Meiose 380, 381 

borealis 463 

—, Meiose 471 

coarctata 368, 385 

collina 462, 467, 472, 483, 487 

—, Meiose 465, 466 

crithmtfolia 368, 393, 463, 477, 483, 488 

—, Meiose 381—384 

distans (= A. tanacetifolia) 462, 463, 
469 

—, Meiose 471, 472 

grandifolia 368, 385 

lanulosa 463, 487 

—, Meiose 466, 467 

millefolium-Komplex, unterschiedliche 
Meiosestérungen bei diploiden und 
polyploiden Sippen 365—401, 461 
bis 495 

— s. str. 462, 463, 465, 483 

— s. str., Meiose 467—471 

monticola 463 

—, Meiose 472, 473 

nobilis 368, 385 

odorata 368, 385 

pannonica 463, 469, 476, 483 

—, Meiose 472 

roseo-alba, diploide Form 462, 483, 489 

—, —, Meiose 374—380 

—, tetraploide Form 466, 487, 489 

—,— —, Meiose 463—467 

setacea 367, 368, 375—378, 394, 462 

—, Meiose 368—374 

stricta 463 

tanacetifolia s. A. distans 

tomentosa 368, 385 

virescens 368 


Achromasien 165, 377, 388 
Aclerdidae 293 





Aconitum 229, 230, 253, 258, 259, 262, 263 
Acricotopus 573 

Acrocephalus 57, 58 

Actaea 263 

Adenin-C!*-Autoradiographie (Nahrzellen 


von Drosophila) 210—228 


Adonis 263 
Aedes aegypti, Polyploidie und somatische 


Reduktion 184—207 


ArzeE.ius, K. 257 

Agamidae 20, 21 

Agapanthus 576 

Agaricus campestris 115—135 
— —, Chromosomenzahl 124 
— —, Meiose 121—128 

— —, Mitose 118—121 
Agelaius 57, 58 

Agropyron 393 

AKEMINE 385 

AKERMAN, A. 139 

AKKERINGA 39 

Alauda 56, 58 

Alaudidae 56 

ALpDERSON, T. 211 

ALFERT, M. 303, 320, 499, 686 
Aligator 12 

Allaciaga 53 

Allium 229, 230, 251, 258, 259, 261, 385, 





388, 392, 476, 490, 620 

carinatum 141 

cepa, ChromatinausstoBung wahrend 
der Mikrosporogenese 430—451 

—, DNS/Argenin-Verhaltnis686—706 

—, DNS-Bestimmung (two wave 
length method) 407—429 

—, Effekt von Zigarettenrauch- =x- 
trakten auf die Wurzelspitzen- 
mitosen 679—685 

liliacinum 141, 142 

neapolitanum 136 

oleraceum 141 

rubellum, Autotriploidie 136—143 

—, Chromosomenzahl 136 
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Allium rubellum, Meiose 136—140 

— schénoprasum 141 

Allopolyploidie 381 

— bei Achillea crithmifolia 382—384 

Alopecurus 394 

Amma, K. 505, 511 

Amyda 30, 31 

Anacampseros 257 

Anaphase, Briickenbildung 138—140, 145 
bis 147, 371, 376, 378, 380, 381, 385, 
387—389, 466, 467, 469, 471—473, 485 

— Chromosomen, DNS-Gehalt 415, 417 
bis 422 

— Mechanismus bei Miastor 308, 309, 
313, 329,330 

— Streckung 91 

Anas 55, 58 

Anatidae 55 

Anemone hepatica, Kernstruktur der 
Antipoden 241—246, 262, 263, 

Aneuploidie bei Achillea 372, 378, 381, 

383, 397—399, 478, 485, 488, 
491 

— — Pyrgomorpha 598—603 

Anguidae 20 

Anguis 22, 23 

ANSLEY, H. R. 268, 304, 614 

Antennaria 493 

Anthoxanthum 611 

Antipoden, Kernstruktur 229—263 

Antirrhinum 391, 476 

—'majus, Verhalten eines Ringchromo- 
soms 144—161 

Apiomorphidae 292, 293 

Apis 185, 187, 190, 203—205 

Aplopus 275 

Aquilegia 263 

Ardeidae 55 

ArDIK, 8. 386—388, 394, 396, 397 

Arginin/DNS-Verhialtnis, mikrophotome- 
trische Bestimmung 686—706 

—, Synthesezeitpunkt 703 

Arnica 493 

Aronson, J. F. 525, 526, 577 

Artefakte und Fixierungsmittei 443—453 

Asana, J. J. 3, 21, 23 

Ascaris 332, 333, 504, 607 

Astaurov, B. L. 105, 107 

Asterolecaniidae 280, 297, 298 

Asynapsis s. Chromosomenpaarung, Uni- 
valente 

ATKINSON, G. F. 115 


Register 








Austausch (s. a. Chromatidenaustausch), 
somatischer 145—147 

Automutagene Substanzen und Bruch- 
verteilung (Vicia faba) 166—177 

Autoradiographie und DNS-Klassen in 
den Nahrzellen von Drosophila 210 
bis 228 

— und DNS-Ubertragung in der Mikro- 
sporogenese 439, 447 

Autopolyploidie bei Alliwm rubellum 136 
bis 143 

Avena 391, 393, 476 

Aves, Chromosomenzahlen 32—58 


B-Chromosomen s. Chromosomen, iiber- 
zahlige 

Bacillus 273 

Baur, G. F. 574 

BakeERr, J. R. 536, 591, 689, 691, 692 

Baker, W. K. 175, 550, 552 

Batacnowsky, A. 280, 285, 292, 293, 297 

Balbiani-Ring 573, 574 

Batpwin, P. H. 57 

BaMForD, R. 393, 397 

BarsBer, H. N. 163, 352 

Baricozzi, C. 537, 545 

Barnes, B. 117 

Basidiomecetes 115—132 

BatTracHarya, P. 144 

Bartractia, B. 448 

Bavupiscu, K. 185 

BaveEr, H. 330, 420, 448, 576, 619, 637 

Baur, E. 489 

BaYREUTHER, K. 613 

BEADLE, G. W. 144, 385, 386, 388, 394, 
397, 475, 489 

Beams, H. W. 333 

Brecker, H. J. 654—678 (Puffmuster in 
normalen und mutierten Stammen von 
Drosophila melanogaster) 

BEERMANN, S. 504—514 (Chromatindi- 
minution bei Copepoden) 

BEERMANN, W. 4, 330, 448, 515, 532, 573, 
574, 576, 578, 637, 654, 655, 675 

Beesonia 293 

Beesoniidae 293 

Bett, L. G. E. 687, 692, 693 

Benazzi, M. 2 

Benpicu, A. 613 

BENNETT, F. D. 279, 297, 576 

Benoit, J. 45 





















Bercer, C. A. 185, 204, 205, 330 

BERGERARD, J. 275 

Bereman, B. 393, 396, 397, 475 

BrEssMERTNYAYA, C. L. 568 

BuHaTTacHarRya, K. R. 692 

Brier, K. E. 184, 210, 221, 222, 576, 619 
bis 653 (Variabilitat der Nahrzell- 
kernstruktur und TemperatureinfluB) 

Brnnineton, J. P. 386 

Bivalente (s. a. Chromosomenpaarung, 
Meiose) bei autotriploidem Allium 
rubellum 137 

—, heteromorphe 378, 382, 389 

Blaberus 590 

Biacktiock, J. W. S. 679 

BLACKMANN 179 

Blattidae 185 

Burxt, 8. 355 

Biocu, D. P. 687, 693, 701, 704, 706 

Biount, J. L. 144 

bobbed (D. melanogaster), Lokalisation 
545—550 

Bocavet, Cu. 4, 65 

Boppy, R. G. H. B. 693 

BoruRINGER, F. 393 

Borvin, A. 686 

Bombyx 105 

Bonuaa, P. F. 448 

Boss, 8. 356, 400 

Bostra 275 

Bourn 179 

Boveri, Tx. 333, 504, 565 

Bozreman, M. L. 519 

BracueEt, J. 391, 399, 400, 474, 497, 684 

BraDtey, M. V. 279 

Brant, J. W. A. 51, 52 

Braver, G. 144 


Breung, K. S. 548, 550, 563, 567, 569 
655 

Brever, M. E. 571, 573, 654, 675 

Brivgss, C. B.. 524, 539, 540, 543, 544, 
548, 550, 553, 556, 557, 562, 563, 566 
bis 569, 572, 575, 655, 672 

Brip@ss, P. N. 567, 569, 572 

BRIERLEY, P. 351 

Brink, J.M.van 1—72 (L’expression 
morphologique de la digamétie chez 
les sauropsidés et les monotrémes) 

Brink, R. A. 393 

Brito Da Cunna, A. 490 

Brirton, D. M. 397 

Brock, R. D. 391, 393, 396 
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Bromnaphthalin und Chromosomen- 
lange 361—363 

Bromus 386—388, 393, 394, 475, 608 

Brookesia 23 

Brosseau, G. E. 568 

Brown, M. S. 491 

Brown, S. W. 144, 278—300 (Lecanoid 
chromosome behavoir in Coccoidea) 577 

Briicken s. Anaphasebriicken 

BruMMER-KORVENKONTIO, M. 205 

Brun, J. 459, 627, 651 

Bucuner, P. 185, 285, 292, 293, 296, 297 

Buck, J. B. 575 

Biindelstruktur der Chromosomen 231 
bis 263 

Bukett-Stadium bei Basidiomycetes 121, 
122 

Bulbi 526, 530, 573, 574 

Bullenspermien 688, 692 

Buraesr, J. W. 45 

Burnett, J. H. 133 

Burnett, R. G. 646—648, 650 

BusHNELL, R. J. 205 

Buzzati-TRAVERSO, A. A. 490 


Caiman sclerops, Chromosomenzahl 8—11 

Catrina 55, 58 

Calamagrostis 475 

Caan, H. G. 536, 613 

Callianthemum 263 

Calliphora 204 

—, Temperatureinflu8 auf die Kernstruk- 
tur der Nahrzellen 619—651 

Calotes 21—23 

Caltha 230, 241, 242, 262, 263 

Canthocamptus 511, 512 

CapPE DE BarL1on, P. 274, 275 

Capulinia 293 

Caretta 31 

CARNIEL, K. 244, 262 

CaRoLt, G. 355 

Carson, H. L. 518—521, 528, 531 

CasPErSSON, T. 356, 400 

CATCHESIDE, D. G. 144, 163, 563, 610 

CayLey, D. 115, 128 

Cecidomyidae 504, 636, 637 

—, Chromosomenelimination bei Miastor 
301—333 

Centaurea 488 

Centriolen bei Coccidae 290 

— — Basidiomycetes 124, 129, 130 

Centromer s. Kinetochor 
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Centrosomen bei Basidiomycetes 124, 129, 
130 
Cereus 257 
Cerococcus quercus 279—285, 289—298 
Chamaeleon 23, 54 
— bitaeniatus ellioti 17—20, 23, 25 
— dilepis 16, 17 
— vulgaris 5, 15, 22 
Chamaeleontidae 20, 23 
Chaoborus 204 
CHAPMAN, L. M. 487 
CHAYEN, J. 431, 686—689, 691, 693, 
706 
Cheloniae 31 
Cheloniae, Chromosomenbestand 27—32 
Cuen, T. T. 488 
CuHEvassv, D. 627, 651 
Chiasmata und Endbindungen 153 
—, Frequenz (s. a. Univalente) bei Achil- 
lea 399, 477, 478 
—,— Regulation auf verschiedenen 
Ploidiestufen 483, 486—488 
—,— bei einem Ring-S:ab-Paarungs- 
verband 151, 153—161 
—, —, TemperatureinfluB 337—353 
—, Interferenz 487 
Chilopoda 179—183 
Chioglossa 3 
Chironomidae 223, 301 
Chironomus 515, 532, 574 
Chorthippus 595, 608 
CHRISTENSEN, B. 392 
Chromatiden, Austausch, somatischer 145 
bis 161 
—, Briicken s. Anaphasebriicken 
—, Interferenz 156 
—, —, negative 159 
Chromatin, AusstoBung wahrend der 
Mikrosporogenese 430—453 
—, Diminution bei Copepoda 504—517 
Chromocentren 460 
Chromosomen,' akzessorische s. Chromo- 
somen, iiberzahlige 
—, Bau, Biindelstruktur 231—263 
—,— und Genbalance 523—525, 529 
—,— in den Nahrzellen von Calliphora 
619—651 , 
—,— und Univalenz 523—525, 529 
—, Briiche 369—374, 376—378, 386—395, 
399, 466, 469, 471—473, 485, 486, 
596, 603, 605, 682 
—,— und Euchromatin 173, 175 


> 





Chromosomen, Briiche und Heterochro- 
matin 166, 173, 175, 176 
—, —, Verteilung nach Einwirkung ver- 
schiedener Mutagene bei Vicia 
faba 163—177 
—, — durch Zigarettenrauch-Extrakte682 
—, Briicken s. Anaphasebriicken 
—, Biindelstruktur 231—263 
—, dicentrische 378 
—, Elimination (s. a. Chromatindiminu- 
tion) und Heterochromatinie 278 
bis 298 
—, — bei Miastor 301—333 
—,— bei Sciara-Artbastarden, gestér- 
ter Ablauf 527, 529, 530 
—,— bei Solenobia (iberzihliger Y- 
Chromosomen) 88—99 
—, Farbung, differentielle 454—460 
—, Fragmentation s. Chromosomenbriiche 
—, Fragmente 138—140, 369—374, 376 
bis 387, 380, 381, 383—385 388, 389, 
391, 392 
—, Kontraktion (s. a. Chromosomenlange) 
371, 378, 385, 387, 596, 603, 682 
—, Lange, Bestimmungsfehler 355—364 
—,— in Metaphase- und Riesenchromo- 
somen 574, 575 
—, Morphologie s. Chromosomenbau 
—, Mutationen s. Akromasien, Chromo- 
somenbriiche, Deletionen, Duplika- 
tionen, Chromosomenfragmente, 
Chromosomentranslokation 
—, Paarung (s. a. Chiasmata, Univalente) 
398, 399, 463, 465—467, 471—473, 
477, 478, 483, 598 
—,— Regulation auf verschiedenen 
Ploidiestufen 486—488 
—,— eines Ringchromosoms mit stab- 
férmigem Partner bei Antirrhinum 
147 
—, Reproduktion (s. a. DNS-Reproduk- 
tion), differentielle 223 
—, Reunion 370, 371, 376, 378, 385, 391 
—, Satz s. a. Chromosomenzahl), Stabili- 
tat 589—615 
—, Spiralisation s. Chromosomenkon- 
traktion 
—, Translokation 378 
—, tiberzihlige 54, 86—111, 374—376, 
380, 381, 395, 396, 400, 401, 466, 485, 
486, 490, 491, 595, 605, 606, 609, 
611—613 








Chromosomen, Zahlen von Agaricus 

campestris 124 

Allium rubellum 136 

—,— — Aves 32—58 

—,— — Caiman sclerops 8—11 

—,— — Cerococcus quercus 280 

—,— — Chrysemys bellit 29, 30 

—,— — Enmys orbicularis 28 

—,— — Ethmostigmus 182 

—,— — Gallus gallus 33—40 

—,— — Lacerta muralis 13—15 

—,— — — vivipara 13, 20, 22 

—,— — Melopsittacus undulatus40—45 

—,— — Maiastor 304, 306 

—,— — Monotremata 58—63 

—, — — Natrix rhombifera 24, 25 

—, — — Passer domesticus 45—49 

—,— — Prisopus ariadne 269 

—,— — — berosus 270, 271 

—, — — Pyrgomorpha kraussi 591 

—,— — Reptilia 8—31 

—,— — Rhysida lithobioides 180 

—,— — — nuda 181 

— — — spec. 182 

— — Scolopendra morsitans 180 

— — Solenobia triquetrella 75 

— — Tachardiella 285 

— Tachyglossus aculeatus 58—62 

—, — Variabilitat 607, 608 

Cimex 612 

CuarK, A. E. 141 

CuarRK, F. J. 475 

Clarkia 490, 610 

CLAUSEN, J. 365, 475, 476 

Clematis 263 

Clitumnus 275 

Clivia 258, 259, 261 

Coccidue, Spermatocytenteilungen 278 
bis 298 

CocKERELL, T. D. A. 293 

Colchicin und Chromosomenlange 361—363 

Cots, L. J. 50, 56 

Coleoptera 185, 205 

Collembola 205 

Cotson, B. 115, 116, 124, 127, 130 

Columba 56, 57 
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Columbidae 56 

Compositae 230 

—, Kernstruktur der Antipoden 254—257, 
263 

Compositae-Cichorieae 392 

Comstockiella 297 
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Conchaspidae 297, 298 

Conchaspis lepagei 279, 290, 291 

— —, Spermatocytenteilungen 287—289 

Conaer, A. D. 145 

Cooper, D. C. 393, 431, 435, 447, 448, 450 

Cooper, K. W. 585—588 (Heterochroma- 
tic elements in Drosophila and the 
theory of heterochromatin) 

Cooper, R. L. 679 

Copepoda, Chromatindiminution 504—517 

Cor.eETTE, 8S. L. 223, 525, 526, 573 

Corvidae 57 

Corydalis cava, Kernstruktur der Anti- 
poden 247—250, 258, 261 

— nobilis, Kernstruktur der Antipoden 
250—253, 259, 260 

Cosmidium 256 

Cosmos 256 

CRAWLEY 693 

Crepis 144, 449, 490 

Crew, F. A. E. 44, 51 

Crocodiliu, Chromosomenbestand 12, 13 

Crocodilus 12 

crossing over s. Chiasmata, Chromatiden- 
austausch 

Crouse, H. V. 522, 574 

Cua, L. D. 488 

Cucurbita 259, 260 

Culex, somatische Reduktion 185 

Culicidae 184—207 

Curry, V. 567, 569, 572 

Cyclops albidus 511 

— furcifer 504 

— fuscus 511 

— phaleratus 511 

— serrulatus 511 

— strenuus, Chromatindiminution 504 bis 
517 

— varicans 511 
— viridis 511 

Cylindrococcidae 293 

Cypripedium debile, differentielle Farbung 
der Metaphasechromosomen 454—460 

Cytotaxonomie der Coccidae 292—298 

— — Ranunculaceae 263 

CzEIKA, G. 254, 257, 262, 263 


Dactylis 487 
Dactylopinae 292 
DaHLGREN, K. V. D. 242 
Datca, A. 22 

D’ Amato, F. D. 386, 390 
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Dantcuakorfr, V. 2 

DaruineTon, C. D. 116, 139, 148, 173, 
385—392, 394, 396, 398, 475, 491,537, 
542, 565, 576, 590, 591, 595, 608, 
612—614, 691 

Das, N. K. 386, 398, 684 

Datta, J. 692 

Davupin 54 

Davipson, D. 386, 388 

Davipson, J. N. 686 

Davies, H. G. 693, 694, 700, 702, 704, 706 

DEELEY, E. M. 686, 693, 694, 700, 702, 
706 

Degeneration und Chromatiniibertragung 
448, 449 é 

Deletion 389 

— nach somatischem Chromatidenaus- 
tausch 147, 151—156 

Delphinium 262, 263 

Densy, E. F. 702 

DeEscuHneER, E. R. 392 

Desoxyribonucleinsdure s. DNS 

Desoxyribonuclease, EinfluB auf die 
Sakaguchi-Reaktion 701 


Desynapsis s. Chromosomenpaarung 

DEvFEL, J. 171, 172, 174, 237, 260 

Devine, R. L. 225 

Diaspididae 279, 292, 296—298 

Dicenta spectabilis, Kernstruktur der Anti- 
poden 253, 254, 259 

Diets, L. 263 

Dietz, R. 475 

Differenzierung und Chromosomenzahl 
607, 608 

— durch Chromatindiminution 504—517 

— und Chromosomenelimination 301 

— — Polypleidie 223, 225 

Diasy, L. 449, 450 

Di Pasquate, A. 545 

Diptera 185, 229 

Dirscu, V. M. 615 

Distanzpaarung 507 

Di Sterano, H. S. 409, 420, 691, 700 

DN-ase, EinfluB auf die Sakaguchi- 
Reaktion 701 


DNS/Arginin-Verhaltnis, mikrophoto- 
metrische Bestimmung 686—706 
DNS und Chromosomenelimination 317 

bis 319, 331 
—, Gehalt und Feulgen-Farbung407—429 
—,— bei Prisopus ariadne und P. herosus 
272—276 
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DNS, Klassen bei Allium cepa (Wurzel- 
meristem) 415—422 

—, — — Drosophila melanogaster (Nahr- 
zellen) 210—228 

—, Konstanz 407—429, 6183—614 

—, Reproduktion 422—425 

—, —, differentielle 223, 224 

—,— in Endomitosen 497—502 

—, Stoffwechsel 613—614 

—,— und Meioseaberrationen 386, 387, 

399, 400 
—, Ubertragung wahrend der Mikrosporo- 
genese 403—453 
DoszHansky, Tu. 515, 525, 526, 529, 540, 
542, 544, 545, 571, 577 
Dopes, B. O. 132 
Do.LeEzAL-JANISCH, R. 237, 260, 501, 502 
Doottn, P. F. 679 
Dowrick, G. J. 477 
Drosophila 144, 161, 163, 175, 323, 394, 
398, 400, 425, 426, 489, 490, 515, 525, 
529, 531, 626—628, 646—649, 651 
— busckit 572, 575 
— melanogaster, DNS-Klassen in Nahr- 
zellen (autoradiographische Be- 
stimmung) 210—228 

— —, Geschlechtschromosomen, Mor- 
phologie 539—544 

— —, Heterochromatinanalyse 535—578 

— —, Puffmuster in den Speicheldriisen- 
chromosomen bei einem Normal- 
stamm und Mutanten 654—676 

— pallidipennis 571 

— vitrilis 572 

Dusrntn, N. P. 552 

Du Bors, A. M. 330, 518, 519 

DuMAZERT, C. 692 ; 

Duplikationen, Entstehung nach somati- 
schem Chromatidenstiickaustausch 
147, 151—156 

Duranp, M. C. 225 


EBERLE, P. C. 387 

Ecballium 260 

Echidnopsis 257 

Ectocyclops 4 

Eprineton, C. W. 552, 567 

EHRENBERG, L. 386 

EHRENDORFER, F. 3865—406 (Meiose- 
stérungen bei diploiden Achillea- 
Sippen) 461—481 (Meiosestérungen 























bei polyploiden Achillea-Sippen), 
482—496 (Unterschiedliche Meiose- 
stérungen in diploiden und polyplo- 
iden Sippen von Achillea} 

Eruers, W. 185 

Elimination s. Chromosomenelimination 

Extiot, C. G. 341, 353 

Elymus 393 

Emberiza 57, 58 

EmMswELLeER, S. L. 351, 388, 390, 392 

Emys orbicularis, Chromosomenbestand 
28, 30, 54 

Endbindungen und Chiasmata 153 

Endomitosen in den Antipoden 229—263 

— und DNS-Reproduktion (mikrophoto- 
metrische Bestimmung) 497—502 

Endymion nonscriptus, Temperaturab- 
hangigkeit der Chiasmafrequenz 337 
bis 353 

Eneoptera 595 

Enaer, A. 263 

Eranthis hiemalis, Kernstruktur der Anti- 
poden 230—241, 258—260, 263 

Erickson, R. O. 431, 432 

Erigeron 493 

Eriococcus 278, 291 

Ernst, H. 150, 153 

Ethmostigmus spec., Chromosomenzahl 182 

— —, Spermatocytenteilungen 179—182 

Euchromatin 571—578 

Eupatorium 256, 493 

— glabratum. Kernstruktur der Anti- 
poden 256, 257 

Evans, A. T. 489 

Evans, H. J. 115—135 (Nuclear behavior 
in cultivated mushroom) 

Evans, W. L. 598, 686 

Eyprepocnemis 595 


Fasereaet, A. 568, 650 

FaGERLIND, F. 476, 477 

Faumy, M. J. 567 

Faumy, O. G. 567 

Farrcuinp, L. M. 145 

Farson, C. 229 

Farron, C. 261 

Fautrez-Firueryn, N. 448 

FAVRELLE, M. 268, 274, 275 

Fernzz, E. 254, 257, 262, 263 

Ferris, G. F. 279, 280, 285, 291—293, 297 

Fertilitatsgene (D. melanogaster), Lokali- 
sation 551 
Chromosoma (Berl.), Bd. 10 
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Festuca 611 

Fervucnat, E. 185, 205 

Frvuteen, R. 691 

Feulgenfairbung und DNS-Gehalt 407 bis 
429 

Fica, A. 223, 573 

Fixierungs-Artefakte 443—453 

Frax, M. 303 

Forp, C. E. 169, 170, 172, 174 

Foster, T. S. 447 

Fragmentation, Fragmente s. Chromo- 
somenfragmentation, Chromosomen- 
fragmente 

Fraser, A. C. I. 449 

Frazer, S. C. 686 

FREDERIKSSON, T. 356 

FREED, J. J. 211, 222 

FREMERY, P. DE 45 

FRIEDRICH-FREKSA, H. 650 

Fringillidae 57 

Fritillaria 490 

Frotowa, 8. L. 185, 204 

Frost, H. B. 385, 387, 394, 397 

Fusu, 8S. 529, 530, 572, 577 

Fulica 56, 57 


GABRITSCHEVSKY, E. 672 

Ganan, P. B. 691 

Galium 476, 477, 491 

GALLIKER, P. 74 

Gallus gallus 56, 57 

— —~, Chromosomenbestand 33—40 

Gasteria 385 

Gasteromycetes 130 

Gates, R. R. 430, 449, 450 

GauL, H. 386, 387—389, 393, 475, 477, 
486, 489 

Gay, H. M. 303, 701, 702 

Geckonidae 20 

Gehyla 21, 23 

GEITLER, L. 184, 185,-.203, 260, 398, 499 

Gettin, O. E. V. 490 

Genaktivitaét. und Chromosomenmorpho- 
logie 526, 529 

Gennaeus 55 

GENTSCHEFF, G. 393, 394, 396, 475 

Genwirkung und Heterochromatin 564, 
566—578 

Gerrhonotus 65 

Gersu, E. 8. 563 

GersHENSON, 8S. M. 175, 540, 548, 551, 
552, 557, 559, 560, 573 

48 
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Geschlechtsbestimmung und Symbiose 
293, 296 

Geschlechtschromosomen bei Aves 49—58 

— von Drosophila melanogaster 539—580 

— bei Monotremata 58—65 

— — Myriapoda 180—182 

— — Phasmidae 269—276 

— — Reptilia 8—32 

—, iiberzihlige, bei Solenobia 77—111 

GESCHWIND, I. 303, 686 

Gessner, B. 74, 77 

Gibbaeum 257 

GILBERT, J. A. S. 679 

Gitzs, N.H. 144, 148, 173, 391—393, 
608 

GituEs, A. 488 

Gladiolus 393, 476 

GuAss, E. 328, 386, 400 

Godetia s. Clarkia 

Gopman, G. C. 687, 693, 701, 704, 706 

GOLDSCHMIDT, R. B. 537, 650 

GoLDsMITH 39 

Goxtpstetn, N. O. 320 

Gorsakius 55, 58 

Gossyparia 278, 291 

Gossypium 476 

GorTTscHALk, W. 173, 397, 400 

Graft, I. 230, 241, 262 

Gramineae-Hordeae 475, 477 

Grant, V. 490 

Grassk, P. 58 

Gray, L. H. 169, 172, 424, 706 

Greaory, P. W. 62 

GRELL, M. 205, 206 

Grindelia 256 

Gros, H. 674 

Gryllus 225 

GukEntn, H. A. 6 

Gunter, K. 275 

GuINocHET, M. 488 

Gustarsson, A. 386, 393, 394, 396, 475, 
492 

Gwynne-Vauauay, H.C. I. 117 


Hapory, E. 577, 675 

Hacker, V. 504 

Haemanthus 501 

Haaa, T. 353, 385, 386, 389, 390, 392, 396, 
399, 400, 474 

Hagan, H. 301 

Haacsera, A. 139 

HAxansson, A. 229, 258, 393 
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Hatt, B. M. 185, 207 

Hate, von E. S. 552, 567 

Hammonp, M. R. 430, 449, 450 

Hance, R. T. 39 

Hannay, A. 144, 400, 537, 553, 567 

Hansen, R. W. 211, 222, 651 

Haploidie 278, 279 

Hague, A. 385—388, 391, 394, 396 

HARLAnpD, S. C. 489 

Harpacticidae 511 

Harte, C. 486 

Hartmann, M. 99 

Hasui, S. H. 409 

HasiItscHKA-JENSCHKE, G. 229—267 
(Karyologie der Antipoden), 502, 
620 

HavuscuKa, T. S. 448 

Heep, W. B. 531 

Heewoop, M. P. 397 

Hervpory, O. 351, 352 

Hern, I. 117 

Hertz, E. 400, 540, 542, 564—566, 572 

Helleborus 263 


‘— niger, Kernstruktur der Antipoden 


239—241, 258, 261 
Helobiae 259 
Hemerocallis 476 
— fulva, ChromatinausstoBung wahrend 
der Mikrosporogenese 430—451 
Hemiptera 185 
HENKE, K. 200 
Heptner, M. A. 552 
Hersxow17z, I. H. 220, 224, 547 
Hertwie, G. 205, 210, 221 
Heterochromatin 340, 387, 389, 398, 399, 
459, 488, 491, 522, 637 
— und praferentielle Bruchverteilung 
166, 173 
— — Chromosomenelimination 278 bis 
298 
— — Chromosomenbau 232—234, 241, 
251, 252, 258—260 
—, Diminution bei Cyclops 504—513 
— bei Drosophila melanogaster (cyto- 
genetische Analyse) 535—578 
— und Genwirkung 564—578 
— — lecanoider Typ der Spermatocy- 
tenteilungen 278—298 
—, X-Chromosomen von Pyrgomorpha 
591—594, 614 
—, Typen 260 
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Heteroptera 612 

Heteropyknose (s. a. Heterochromatin), 
und Chromosomenelimination 279 bis 
298 

—, permanente 565, 566 

Heterosis 490 

Heterozygotie 490 

Hussey, W. M. 365, 475, 476 

HiLPert, G. 488 

Himes, M. 303 

Hinton, C. W. 394, 398, 400, 489 


Hinton, T. 489, 575 
HinrzscueE, E. 186 

Hirmer, M. 115, 116, 121 
HorrMmany, I. 400 
HoFFMaAnn-OSTENHOF 386, 390 
Hoavue, M. J. 333 

Hoven, J. W. H. 391, 393, 476 
Hotiinesworts, M. J. 12, 13 


Hotes, B. E. 706 

Hott, C. M. 185 

Houzer, K. 254, 262, 263 

Hooker, J. D. 136, 141 

Hoover, C. R. 692 

Hordeum 148, 385, 393, 394, 477 

Horeites 57, 58 

Hornsey, S. 706 

Hosta 385 

Horcuxiss, R. D. 303 

Hoven, L. F. 397 

Howarp, A. 408, 424, 694 

Howe, T. D. 256 

How anbD, R. B. 320, 323 

Hsu, W. S. 211, 222, 651 

Huettner, A. F. 302, 566 

Huaues-ScuraDEr, 8. 99, 185, 268—277 
(Cytotaxonomy of phasmids) 278, 
284, 290, 291, 293, 330, 331, 333, 
577 

Hutt, J. W. 397 

Hoskins, C. L. 120, 385, 394 

Huss, H. A. 229, 242, 253, 262 

Hort, F. B. 52 

Hybridisierung 489 

— und Chromosomen- und Spindel- 
aberrationen 365—406 

Hydrocharis 260 

Hydrolyse, Einflu8 auf die Sakaguchi- 
Reaktion 701 

Hyla 3 

Hymenomycetes 133 

Hymenoptera 185 
Chromosoma (Berl.), Bd. 10 


Icteridae 57 

Tum, P. 339 

’ Impatiens 351 

Interferenz (Chiasmabildung) 487 

Interphase und DNS-Verdoppelung 422 
bis 425 

Isagoras 273 

Isolocusbriiche 165 

Isopyrum 263 

Ito, S. 614 

Ives, P. T. 489 

Iyenaar, S. V. 551 


Jackson, E. 163 

Jacos, J. 210—228 (J. and Srrtiv: DNA 
classes in nurse cell nuclei of Droso- 
phila as determined by autoradio- 
graphy), 626, 628 

Jaera 4, 65 

Jatn, H. K. 398 

JaMEs, A. P. 489 

JAMIESON, A. 611 

JANAKI-AMMAL, E. K. 476 

JANCHEN, E. 263 

Jao 2 

JEHLE, H. 650 

JENTSCH 44, 50 

JouN, B. 589—618 (Lewis and J.: Break- 
down and restoration of chromosomes 
stability following inbreeding in a locust) 

Jounsson, H. 387, 394 

JonEs, R. E. 393, 397 

Jongs, S. T. 141, 388, 390, 392 

Jorpay, H. E. 275 


Kante, W. 301, 302, 311, 312, 328, 332 

Kalbsthymus 688 

Karté, Y. 390, 397 

KattrerRMann, G. 389, 393 

KavurMann, B. P. 173, 303, 386, 398, 540 
541—544, 554, 556, 559, 561, 563—565, 
684, 701, 702 

Kayano, H. 474 

Keck, D. D. 365, 475, 476 

KEFALLinov, M. 386, 387 

Kenr, A. E. 141 

Keimbahnchromosomen bei Miastor 304 
bis 306 

Kennaway, E. L. 684 

Kennepy, E. M. 133 

Kern s. Nucleus 





Keyt, H.-G. 400 
48a 
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Kuosuoo, T. N. 186—148 (K. and SHar- 
ma: Cytology of the autotriploid 
Allium rubellum) — 

Kuvostova, V. V. 551 

Kinetochor 387, 614 

Kina, R. C. 211, 212, 217, 218, 220, 222, 
224— 226, 566, 628, 646, 647, 649, 651 

Kina, R. L. 333 

Kleinia ficoides, K. glaucophylla, K. spinu- 
losa, Kernstruktur der Antipoden 
254—256, 263 

Kuieman, A. M. 115, 128, 132 

Kuinastept, H. 386, 387, 392, 396, 592, 
604, 608 

Kxovusunikova, E. S. 115 

Kwapp, E. 400 . 

Kwnieut, G. R. 223 

Knostocu, A. 687 

Knowltonia 263 

KO6rnicKE, M. 430, 449 

Kompositen 230 

—, Kernstruktur der Antipoden 254 bis 
257, 263 

Kotter, P. C. 44, 386 

Kraczkiewicz, Z. 302, 310, 328, 576, 637 

KRIVSHENKO, J. 545, 563, 572, 575 

Krokodile, Chromosomenbestand 12, 13 

Kin, A. 185 

KuraBavasHt, M. 391, 400 

Kournick, N. B. 220, 224 


Lacciferidae 293, 297, 298 

Lacerta 5, 23 

— muralis, Chromosomenbestand 13—15 

— vivipara, Chromosomenbestand 13 

— —, Geschlechtschromosomen 20, 22 

Lacertilia, Geschlechtschromosomen 20 
bis 24 

La Covr, L. F. 116, 148, 173, 223, 386 bis 
388, 390, 393, 395, 396, 398, 400, 686, 
687, 689, 691, 693 

Lactuca 449 

LaMBERT, E. B. 115, 128 

Lam, R. 394, 476 

LAMPRECHT, H.. 489 

Lamy, R. 44, 547 

LaAnatet, O. 263 - 

Laniidae 57 

Lanius 57 

LasniTzky, I. 684 

Lathraea 476° 

Lathyrus 394 
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LavuGuuin, H. H. 424 

LAWRENCE, E. G. 515—517, 522, 528, 530 

Laya 475, 476 

Lza, D. E. 163, 390, 392 

Lecaniidae 293, 297 

Lecanium 290 

LEcHMERE, A. E. 430, 449, 450 

LEFEVRE, G. 567 

Leontoden 475 

Lepidoptera 73—114, 185, 200 

Lepisma 205 

LESLEY, J. W. 385, 387, 393, 394, 397 

LESLEY, M. M. 393 

Lesser, M. A. 691 

LEUCHTENBERGER, C. 116, 304, 448, 498, 
614, 679, 686, 689, 691 

LEUCHTENBERGER, R. 679 

Levan, A. 136, 140, 141, 144, 145, 448, 476 

LEVENBOOK, L. 225 

Levine, M. 115 

Lewis, E. B. 545 

Lewis, H. 490 

Lewis, K. R. 589—618 (L. and Joun: 
Breakdown and restoration of chromo- 
some stability following inbreeding in 
a locust) 

Lilium 351, 393, 430 

— longiflorum, ChromatinausstoBung 
wahrend der Mikrosporogenese 430 
bis 451 

Litserors, A. 393 

Lima-pDE-F arta, A. 387, 389 

Limnaea 609 

Lay, M. 395 

LInDEGREN, C. C. 160 

Linpsgy, A.J . 679 

Linpstey, D. L. 545, 547, 550, 552, 555, 
556, 560, 562, 566, 567 

LInNERT, G. 487, 577 

Linotta 57, 58 

LinskKEns, H. F. 430, 431, 446, 447 

Lip, C. 184, 185 

Lison, L. 448 

Locusta 594, 611, 615 

Lolium 610, 611 

— xX Festuca 475, 608, 609 

Lonchoptera 531, 621 

Lonatey, A. E. 395 

Love, R. M. 393 | 

Lowman, F. G. 637 

Loxa 614 

Loyerz 32 
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Lnuzula 52, 492 Meiose (s. a. Mikrosporogenese, Spermato- 
Lycoperdon 130 cytenteilungen, Oocyten- 
Lycopersicum 490 teilungen), bei Achillea 
asplenifolia 374 
— — — — x A. setacea 380, 381 
McCartuy, M. D. 518 — — — borealis 471 


McCurntock, B. 121, 130, 144, 145, 148, 
393, 394, 400, 489 

McCotuivum, G. D. 487, 488, 490 

McCrong, J. 551 

McDona.p, M. R. 303, 701, 702 

Macentes, F. J. 691 

McGrecor, H. C. 613 

McKay, H. K. 141 

McLezt1sx, J. 173, 395, 400, 686—710 
(Microphotometric studies of DNA and 
arginine in plant nuclei) 

McMaster, R. D. 447, 449 

Manprnassan, S. 285 

ManesHwakI, P. 262 

Marre, R. 115 

Makino, S. 3, 7, 21, 23, 31, 33, 50, 56, 57, 
179, 303, 591 

Mamet, R. 297 

Mamillaria 257 

ManatTre, M. 388 

Manter, J. F. 205 

Margarodidae 292, 293 

Maroor, A. 3, 13, 15, 22, 23, 63 

Marks, G. E. 591 

Marquarpt, H. 385—388, 390, 392 

Matevs, A. M. 3 

Martue_r, K. 173, 537, 545, 568, 576, 603, 
608, 610, 612 

Matrix 386, 387 

Matsuura, H. 352, 445 

MarttTHeY, R. 1, 3, 4, 7, 10, 12, 13, 15—17, 
22, 23, 27, 31, 32, 39, 40, 44, 53—56, 
58, 62—65 

Matthiola 385, 390, 394 

MatuszEwskI, B. 576, 637 

MavritzeEn, C. M. 686, 687 

Maus 684 

Mayr, E. 49 

Mazza, D. 386, 392, 432 

MECHELKE, F, 148, 573, 654, 675 

Mecostethus 592, 603, 604 

MeEpEs 179 

Mes, K. L. 706 

Mehrkernigkeit, somatische, bei Basidio- 
mycetes 116, 117, 128, 129 

Meter, H. 74 








— — — collina 465, 466 
— — — crithmifolia 381—384 
— — — distans 471, 472 
— — — lanulosa 466, 467 
— — — millefolium 467—471 
— — — monticola 472, 473 
— — — pannonica 472 
— — — roseo-alba 374—380 
— — — setacea 368—374 
Allium rubellum (autotriploide 
Form) 136—142 
— — Antirrhinum majus (Verhalten 
eines Ringchromosoms) 144—161 
— — Basidiomycetes 121—128 
— — Conchaspis lepagei 287—391 
— — Cypripedium debile (differentielle 
Farbung der Metaphasechromoso- 
men) 454—460 
— — Endymion nonscriptus (Chiasma- 
frequenz) 337—354 
— — Ethmostigmus 179, 181, 182 
— lecanoider Typ 278—298 
— bei Prisopus ariadne, P. berosus 269 
bis 272 
— — Pyrgomorpha kraussi 591—595 
— — Scolopendridae (Ethmostigmus, 
Scolopendra, Rhysida) 179—183 
— — Solenobia triquetrella 75—83 
— — Tachardiella 285—287, 289—291 
Meleagris 55, 57 
Melopsittacus undulatus 57 
— —, Chromosomenbestand 40—45 
Mentha 476 
MENzEL, M. Y. 491 
Merriam, R. W. 203, 211, 497 
Metaphasechromosomen, DNS-Gehalt 
415—422 
Metapodius 99, 100 
Metscuntikorf, R. 301 
Metz, C. W. 185, 190, 292, 515—584 (Tri- 
ploid and mosaic salivary gland chro- 
mosomes in Sciara hybrids), 574, 577 
Mevess, F. 185 
Miastor, Chromosomenelimination 301 
bis 333 
—, Chromosomenzahl 304, 306 
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Micnaztis, A. 144—162 (Teilungsver- 
halten eines Ringchromosoms von 
Antirrhinum majus), 168—178 (Rixz- 
GER und M.: Verteilung von Chromo- 
somenbriichen bei Vicia faba), 391 

Microtinae 64 

Mikrophotometrie, DNS/Argenin — Ver- 
haltnis 686—706 

—, DNS-Reproduktion 
mitose 497—502 

—, DNS-Werte bei Prisopus ariadne und 
P. berosus 272—276 

—, two wave length method 407—429 

Mikrosporogenese (s.a. Meiose), DNS- 
Ubertragung 443—453 

Mitter, G. S. 39 p 

Mirsky, A. E. 303, 426, 630, 686, 704 

Mitose bei Allium (Effekt von Zigaretten- 

rauch-Extrakten) 679—684 

— — Antirrhinum (Verhalten eines 

Ringchromosoms) 144—161 

— — Basidiomycetes 118—121 

—, Eliminationsmitose bei Miastor 307 
bis 317 

— in polyploiden somatischen Geweben 
185 

Mogrunda 3 

Mog, C. C. 385, 387, 394 

Momma, E. 3, 21, 591 

Monarthropalpus 317, 330 

Monotremata, 58—63 

—, Geschlechtschromosomen 62 

MonrtTALENTI, G. 448 

Moors, J. A. 578 

Morean, L. V. 144, 547, 550, 553, 563, 
567, 569, 572 

Morrison, E. 293 

Morrison, H. 293 

Mosaik-Speicheldriise bei Sciara 526—532 

Mora, M. 391, 393, 476 

MovutTscHEN-DAHMEN, J. 386 

MovutTscHEN-DAHMEN, M. 386 

Munrzinea, A. 385—389, 391, 394, 396, 
397, 476, 611 

MuLpAL, 8S. 27 

Mouttier, H. J. 175, 392, 489, 526, 529, 
537, 540, 547—554, 557, 559—561, 
574—566, 568, 573 

Multivalente bei Achillea 371, 376, 378, 

382, 389, 463—465, 467, 471—473, 
477, 478, 483, 485, 487 
— — autotriploidem Allium 137 


in der Endo- 
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Multivalente bei Pyrgomorpha 596—597, 
599, 601 

Morpy, W. H. 531 

Murinae 64 

Murmanis, I. 614 

Mourmanis, L. 614 

Morty, R. B. 139 

Mus 684 

Musa 476 

Mutagene, verschiedene, und Bruchver- 
teilung bei Vicia faba 163—177 

Mycens 118 

M ycetophylidae 204 

Myers, W. M. 488 

Myosurus 263 

Myriapoda 179—183 


Nahrzellen, DNS-Klassen (Drosophila) | 
210—228 

—, Kernstruktur bei verschiedenen Tem- 
peraturen (Calliphora) 619—651 

Nakamora, K. 3, 27, 31, 351 

NaRBEL, M. 74 

Narcissus 490 


 Natrix 5, 27 


— rhombifera 24, 25, 27 

Navascuin, M. 116, 144 

Naytor, J. M. 223, 610 

NE Lson, R. 476 

neocentrische Aktivitat 378, 389 

Neo-Geschlechtschromosomen 269—276 

Nevuuavs, M. E. 547—549, 551, 553, 554, | 
561, 568 

Neurospora 122, 130, 132 

Newcomesg, H. B. 163 

Newcomer, E. H. 51, 52, 53, 431 

NicHozs, C. 390, 608 

Nickias, R. B. 801—336 (Chromosome 
elimination in Miastor) 

Nicotiana 144 

NIELSEN, E. L. 394 

Nigella 263 

Nicon, N. 459 

Nuyama, H. 179 

Niwan, R. A. 385, 387, 394 

NISHIMURA, I. 7, 33 } 

Nitraria 476 

Nogusa, 8. 3 

Non-Disjunction (s.a. Chromosomen, | 
iiberzahlige) 100, 101, 385, 387, 397, 
398, 485, 488, 491, 598, 606, 612 

NoORDENSKIOLD, H. 487 
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Novgnin, N. I. 552, 555 

NovitskI, E. 556 

Nucleolus 683, 684 

Nucleus, Isolierung 688, 629 

—,Membran, Nichtauflésung wahrend 

der Mitose 119 

—, Struktur in den Antipoden 229—267 

—,— in den Nahrzellen von Calliphora 
619—651 

—, Volumen und DNS-Reproduktion 423 

—,— und Endomitose- bzw. Mitose- 
bereitschaft 501 

—,— und Polyploidie 190—193, 221, 
222, 230, 247, 254 

—, Wanderung bei Basidiomycetes 117 

Numida 55, 58 

Nysom, N. 385, 394 

Nyeren, A. 448, 475, 477 


OakBERG, E. F. 448 

O’Brien, R. 184, 185, 497, 607 

Odonata 185 

OEHLKERS, F. 386 

Ocenothera 490, 609, 610 

OsTERGREN, G. 536, 611 

OETTINGER 179 

Ogata, M. 399 - 

Ocawa, K. 179, 182 

Ocuma, K. 3, 13, 20—23, 31, 32, 39, 50, 55 

Oaura, 8. 548 

Oxa, H. 487 

Oxsa.a, T. 185 

Oligarces 302, 313—315, 317, 330 

OtsEn, M. W. 2 

Ono, H. 393, 397 

Oocytenteilungen bei Solenobia trique- 
‘trella 76—83 

Ophidia,’ Chromosomenbestand 24—27 

Opisthocelis 293 

OrnsTEIN, L. 304, 407 

Ortheziidae 292 

Orthocladiidae 504 

Orthoptera 185 

Oryza 487 

Oster, I. I. 551, 672 

OsTERWALDER, A. 229 

Othonna crassifolia, Kernstruktur der Anti- 
poden 257, 263 

Ouratea 261 

OwczaRzak, A. 425 

Oxychinolin und Chromosomenlange 361 
bis 363 
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Paarung der Polytanchromosomen (Nahr- 
zellen von Calliphora) 619—651 

—-, somatische 522, 523 

Paeonia 263, 385, 387, 388, 399, 490 

Painter, T. S. 50, 56, 184, 210, 221, 222, 
331, 563, 564, 566, 651, 654, 655 

Pamphagidae 614 

Papaver 229, 230, 234, 238, 241, 247, 251, 
253, 258, 259, 

Papaveraceae 229, 230, 247—254 

Parpt, L. 74, 80 

Paris 385, 389, 393, 490 

ParkER, D. R. 551 

Parthenium 493 

Parthenogenese 531 

—, akzidentielle 105 

— bei Solenobia triquetrella 73—114 

Passer domesticus 45—49, 57 

Patau, K. 164, 304, 407—429 (P. and 
SRiInIvAsacHaR: DNA content of 
nuclei in the meristem of onion roots), 
497, 499, 502, 686, 694 

Pavan, C. 223, 571, 573, 577, 654, 675 

Pavo 56, 57 

Peacock, P. R. 679 

Peto, 8. R. 223, 408, 424, 694 

Periplaneta 590 

Persipsky, M. D. 408 

PrescHkowskaJa 51 

Phasianidae 55 

Phasianus 55, 57 

Phasmidae, Cytotaxonomie 268—276 

Phenacoccus 290 

Phenacoleachia 293 

Phibalosoma 275 

Puruip, U. 548 

Pup, J. 385, 394 

Phleum 476, 487 

Phoenicoccus 297 

Phoenicococcidae 292, 297 

Phryne 572, 620, 637 

Phyllium 275 

Phytophaga 330 

Pica 57, 58 

Picris 475 

Prepuo, H. 185 

Printo-Lopgs, J. 120, 129 

Pisum 355 

Piternick, L. K. 650 

Piza, S. DE T. 273, 275 

Planococcus 278 

Priavut, W. 447 
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Ploceidae 57 

Podiceps 55, 57 

Poget, R. 692 

Poagosstanz 49, 56 

PoHLENT, G. 397, 475 

Pou.ey, H. 200 

Poxirakova, T. F. 353 

PoxuisteR, A. W. 116, 184, 303, 304, 431, 
630, 701 

Polycelis 612 

Polyploidie (s.a. Allopolyploidie, Aneu- 
ploidie, DNS-Klassen) 595—603 

— bei Aedes aegypti 184—207 

— — Allium rubellum 136—142 

— in den Antipoden 229—263 

— und Chromosomenelimination 329 

— bei den lecanoiden Coccidae 291 

— inder Evolution der Phasmidae274,275 


— und Meiosestérungen bei Achillea 
365—401, 461—495 

— und Spindeldefekte 474—476 

Polysaccharide und Chromosomenelimi- 
nation 319—321 

Polytanchromosomen 574, 575 

— in den Antipoden 229, 234, 237—263 

— in den Nahrzellen von Calliphora 619 
bis 651 

— Puffmuster in den Speicheldriisen- 
chromosomen von normalen und 
mutierten Drosophila-Stammen 654 
bis 676 

— triploide und Mosaik-Speicheldriisen- 
chromosomen bei Sciara-Artbastar- 
den 515—533 

Ponp, V. 386 

Pontecorvo, G. 537, 577 

Poots, H. K. 2 

Pororr 39 

PorTMANY, A. 6 

Portulaca 257 

Poutson, D. F. 574, 577 

Powers, P. B. A. 615 

PRAKKEN, R. 385, 388, 389, 391, 397 

Prick, 8. 477, 490 

Primula 475, 590 

Prisopus ariadne 268—276 

— berosus 268, 270—276 

ProxoryEva, A. A. 540, 544, 557, 564, 
568, 573 

Prokoryewa-Betcowskaya, A. A. 175, 
540, 542, 549, 555, 557, 559, 561, 
563, 564, 569, 571, 577 





Register 


Prophase, DNS-Gehalt der Chromosomen 
415—422 ; 

Proteinsynthese 684 

Protenor 330 

Pseudococcus 278, 290 

Pseudococcidae 293 

Psilotum 476 

Psychidae 73—114 

Ptychopoda 185, 190, 202, 204, 205 

Pucuta, O. 74, 80, 100, 103, 107, 109 

Puffs 526, 530, 573, 574 

—, Bildung und Riickbildung in vitro 
660—665 

— und Genwirkung 675, 676 

—, Muster im Normalstamm und Mutan- 
ten von Drosophila melanogaster 654 
bis 676 

Puto 293 

Purranna, C. R. 179—183 (Chromosomes 
of Scolopendridae) 

Pyrgomorpha kraussi, Chromosomen- 
stabilitat inInzuchtlinien 589—615 


Quadrivalente 137 


‘ Quant, F. 397 


Querscheiben (s. a. Polytanchromosomen) 
234, 254, 259 

Quetschtechnik, Laingenverinderungen 
der Chromosomen 358—363 


RaBinowI17Tz, M. 566 

RaFFEL, D. 175, 540, 557, 559, 560 

Rallidae 56 

RAMACHANDRA Rao, T. 591 

Rana 420 

RAnpbDotpH, L. F. 488 

RANDOLPHS 116 

Ranunculaceae, Kernstruktur der Anti- 
poden 229—247, 263 

Ranunculus 263 

— ficaria, DNS/Arginin-Verhaltnis 686 
bis 706 

Rascu, E. M. 447, 497, 498, 672 

Rasmuson, M. 545 

Raven, P. H. 490 

REDFIELD, H. 563 

Reduktion, gerichtete 91, 611, 612 

—,somatische 184—207 

Reduplikation (s. a. DNS-Reproduktion), 
differentielle 223 

Regs, H. 348, 385, 388, 389, 391, 392, 394, 
396, 430, 449, 605, 608—611 








REESE, G. 476 

Rernporp, E. C. 184, 211, 221, 222, 651 

REITBERGER, A. 302, 307, 313—315, 317, 
318, 328, 329, 330 

RENNER, O. 489 

Rescn, A. 237, 260 

RESENDE, F. 388, 537, 577 

Restitutionskernbildung in den Antipoden 
242 


Reunion s. Chromosomenreunion 
REVELL, 8S. H. 171, 173—175 
Rhinanthus 229, 250, 258, 260, 620 


Ruoapses, M. M. 317 
Rhoeo 501, 502 
Rhynchosciara 223, 571, 573 
Rhysida lithobioides, Chromosomenzahl 
180 
— —, Spermatocytenteilungen 179, 180, 
182 
— nuda, Chromosomenzahl 181 
— —, Spermatocytenteilungen 179, 181, 
182 
— spec., Chromosomenzahl 182 
— —, Spermatocytenteilungen 179, 181, 
182 
Ribonucleinsaure s. RNS 
RicHarps, B. M. 691, 694, 700, 704 
Riecer, R. 148, 168—178 (R. und Micua- 
ELIs: Verteilung von Chromosomen- 
briichen bei Vicia faba), 391, 393, 476 
Riesenchromosomen s. Polytaénchromo- 
somen 
Ruitey, H. P. 45, 49, 487 
Ringchromosomen von Antirrhinum 144 
bis 161 
— — —, Anaphasebriicken 145—147, 
151—161 
— — —, Entstehung 147, 148 
— — —, Homozygotie 152 
— — —, Meiose 147—152 
— — —, Mitose 145—147 
Ris, H. 184, 203, 284, 331, 497, 574, 576, 
630, 686, 701 
Rister, H. 184—209 (Polyploidie und 
somatische Reduktion bei Aedes) 
Ristey, P. L. 12 
RNS und Chromosomenelimination 319 
bis 321 
Roserts, H. R. 614 
Ros ts, H. 686 
Rontgenstrahlen, Bruchverteilung _ bei 
Vicia faba 167—177 


Register 





Roum, P. B. 518, 522 

Romalea 595 

Roosen-Runag, E. 448 

RossEnBeEck, H. 691 

RostanpD, J. 27 

RotuF ets, K. H. 607 

Rowan, M. 45 

Roy, D. K. 692 

Royte 141 

Rusinsovn, A. C. 211, 212, 217, 218, 220, 
222, 224—226, 566, 628, 651 

Rudbeckia 493 

Rup, G. T. 223, 525, 526, 573, 577, 675 

Rumex 492 

RussELL, R. 8. 431 

RutTIsHAvsER, A. 388, 391, 393, 395, 397, 
398, 400 


Saccharomyces 489 

Sacus, L. 397 

Sakaguchi-Reaktion, mikrophotometri- 
sche Argininbestimmung 686—706 

SaKaaucat, S. 692 

Saxal, K. I. 397 

SameEgma, K. 490 

SanpDeErson, A. R. 185, 204, 207 

SANDLER, L. 566 

Saneer, L. E. 531 

Sapkutn, L. A. 476 

Sarazin, A. 115, 124, 128 

SARVELLA, P. 476 

Sass, J. E. 115, 124 

SAUERLAND, H. 386, 388, 391 

Saurg, L. 205 

Sauromatum 260 

— guttatum, DNS-Reproduktion in der 
Endomitose (mikrophotometrische 
Bestimmung) 497—502 

Sauropsida, Geschlechtschromosomen 1 
bis 58 

Sauter, W. 74 

Savizez, D. B. O. 118, 129, 130 

Sax, K. 173, 386 

ScuArrer, K. 74 

Schistocera 594 

ScHLICHTINGER, F. 237, 258, 502 

Scumuck, M. L. 519, 520, 527 

Scunakr, K. 229, 254, 262 

ScHNEIDER, I. 366, 375, 380, 399, 462, 
464, 475, 483, 487 

ScHNEIDER, W. C. 693, 701 

Scuo.ss, M. E. 424 
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ScuraDeER, F. 99, 100, 278, 290, 291, 330, 
333, 448, 564, 576, 613, 686 

Scuuttz, J. 144, 211, 220, 223, 225, 400, 
525, 526, 537, 545, 550, 563, 567, 569, 
571, 572, 577 

Scuwakrtz, D. 144, 146, 158—161 

Sciara 292 , 

— ocellaris x S. reynoldsi, triploide und 
Mosaik-Speicheldriisenchromosomen 
515—533 

Sciaridae 301, 504 

Scilla 261, 385, 388, 490 

— campanulata Arginin/DNS-Verhaltnis 
686—706 

Scolopendra morsitans, Chromosomenzahl 

180 
— —, Spermatocytenteilungen 179, 180, 
183 

Scupp_Er, G. C. E. 592, 595 

Srars, E. R. 393 

Secale 385, 387—389, 393, 394, 401,-490, 
608, 610, 611 

— cereale, Bestimmung der Chromo- 
somenlange 355—364 

SerLer, J. 73-—114 (Cytologie der bi- 
sexuellen Solenobia triquetrella) 

Serra, J. A. 391, 650, 687, 689, 692 

SHarma, A. K. 397, 537 

SHarma, A. S. 397 

SHarma, V. B. 186—148 (KuosHoo and 
S.: Cytology of the autotriploid 

_ Allium rubellum) 

SHaw, G. W. 388, 398 

Suen, S. M. 488 

SHerrRatTt, H. S. A. 687, 692 

Surwaao, P. 3, 39, 51 

Suu tt, E. E. 160 

SrepeEr, L. 74, 83 

SILVEsTRI, F. 293 

Sinapis 259, 260 

SINDEN, J. W. 115, 132 

Stneu, R. 393 

SINGLETON, J. R. 122, 130, 568 

Sratin, J. L. 210—228 (Jacos and S.: 
DNA classes in nurse cell nuclei of 
Drosophila as determined by auto- 
radiography), 626, 628 

Sitana 21, 23 

Skanska, K. 397 

Suizynska, H. 547 

SLyzynskI, B. M. 569, 577 

Suitn, H. H. 490 
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Situ, L 477 

Smit, R. F. 211, 212, 217, 218, 220, 222, 
224—226, 566, 628, 651 

Snoap, B. 397, 700, 706 

Soxo tow, I. 39, 51, 65 

Solanum 476, 492 

Solenobia manni 104 

— triquetiella, Chromosomenzahl 75 

— —, Gegengehalt des Y-Chromosoms 83 

— —, Geschlechtschromosomenmecha- 

nismus 77—111 

—— —, Oocytenteilungen 76—83 

— —., Parthenogenese 73—114 

— —, Spermatocytenteilungen 75, 76 

—. —, iiberzihliges Y-Chromosom 86—99 

somatische Reduktion s. Reduktion, 

somatische 

SonNENBLICK, B. P. 566 

Sorghum 476, 477 

Sparrow, A. H. 385, 386, 391, 392, 430, 
449, 450 

Speicheldriisenchromosomen s. Polytan- 
chromosomen 


SPENCER, P. E. 489 


Spermatocytenteilungen bei Conchaspis 
lepaget 287—391 
— — Ethmostigmus 179, 181, 182 
—, lecanoider Typ 278—298 
— bei Prisopus ariadne und P. berosus 
269—272 
— — Pyrgomorpha kraussi 591—594 
— — Scolopendridae (Ethmostigmus, 
Rhysida, Scolopendra) 179—183 
— — Solenobia triquetrella 75, 76 
— — Tachardiella 285—287, 289—291 
Spermatocyten unterschiedlicher GréBe 
bei den Chilopoda 179 
Spindel, intranucleire, bei Pilzen 119 
—, funktionell monopolare des lecanoiden 
Typus 284, 287 
—, multipolare 470, 472, 474, 475, 486 
—, Verschmelzung 242—244, 262 
—, Stérung bei Achillea 373, 380, 396, 
397, 466, 469—472, 474476, 486, 
492, 493 
—,— durch Zigarettenrauch-Extrakte 
682 
Spiralisation s. Chromosomenkontraktion 
SPoFFORD, J. B. 552 
Srinivasacnuar, D. 407—429 (Patavu and 
S.: DNAcontent of nuclei inthe meri- 
stem of onion roots) 














SraicEr, H. 4, 65 

STALKER, H. D. 222, 531, 621 

Stessrins, G. L. 141, 393, 490 

STEDMAN, E. 686, 687 

Stzrren, K. 237, 260, 502 

STEFFENSEN, D. 386, 608 

STEINBERG, A. G. 545 

Sternitz, L. M. 120 

Stent, G. S. 426 

Stern, C. 539, 545, 546, 548, 553, 567, 577 

Stern, H. 447 

Stern, K. G. 687 

Sticu, H. 223, 504, 506 

Stickiness 371, 378, 383, 385—387, 394, 
598, 682 ( 

Stickstofflost, Bruchverteilung bei Vicia 
faba 170 

Stictococcidae 293, 296, 297 

Stictococcus 293, 296 

Strno, K. R. 144 

STotxer, B. B. 115 

Stone, W. S. 563 

StouTaMIRE, W. P. 490 

STOWELL, R. E. 409 

y-Strahlen, Bruchverteilung bei 
faba 169, 170, 172, 174 

Straus, J. 351, 352 

Streptopelia 56, 57 

Struthionidae 51 

Stusse, H. 489 

Sturtevant, A. H. 144, 489, 545, 553, 567 

SUOMALAINEN, E. 105 

Suzux1, K. 3, 31, 39, 5€ 

SwaminaTuHAN, M. S. 139 

Swanson, C. P. 99, 173, 353, 386, 392, 
474, 476, 489 

Swirt, C. H. 6 

Swirt, H. 304, 407, 408, 415, 421, 423, 
426, 447, 497—499, 613, 672, 686, 694 

Syspenea, J. 355—3864 (Errors in the 
determination of chromosome length) 

Sylviidae 5% 

Symbiose, geschlechtsgebundene, 293, 296 

Syncytien bei Basidiomycetes 116, 117, 
128, 129 

Synergiden 229 


Tachardiella spec. 279 

— —, Spermatocytenteilungen 285 bis 
287, 289—291 

Tachyglossus aculeatus, Chromosomen- 
satz 58—62 

TACKHOLM, C. 256 


Vicia 
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Takats, S. T. 480—453 (Chromatin ex- 
trusion and DNA transfer during 
microsporogenesis) 
Talaeporia 612 
Tana, P. S. 488 
Tapetum, DNS-Ubertragung 443—453 
Tate, P. 646 
Tay tor, J. H. 432, 447, 449, 513 
TCA s. Trichloressigsiure 
Temperatur und Chiasmafrequenz 337 bis 
353 

— — Struktur der Nahrzelikerne von 
Calliphora 619—651 

Tetrahymena 320 

Tetraploidie bei lecanoiden Coccidae 291 


Thalictrum 263 

Tuopay, J. M. 163, 391 

Tuomas, I. 563 

Tuomas, L. E. 692 

Tuomas, P. T. 475 

TuHompson, J. B. 348, 394, 610 

THomSEN, M. 290 

Tuorsson, K. G. 356 

Thysanura 185 

Trntakov, G. G. 563 

Tipula 613 

TISCHLER, G. 396, 476 

Tso, J. H. 448 

Tradescantia 144, 148, 173, 392, 490, 608 

— ohioensis, DNS/Arginin-Verhaltnis 
686—706 

— paludosa, ChromatinausstoBung wah- 
rend der Mikrosporogenese 430—451 

Tracer, W. 186, 202—204 

Translokation 378 

Trautvetteria 263 

TRAVAGLINI, E. C. 225 

TrEscHow, C. 115 

Trianea 260 

Trichloressigsdureexuraktion, Einflu8 auf 
die Sakaguchi-Reaktion 701, 702 

Trillium 173, 385, 393, 398, 400, 490 

— erectum, ChromatinausstoBung wah- 
rend der Mikrosporogenese 430—451 

Triploidie bei Allium rubellum 136—143 

— — Sceiara ocillaris x S. reynoldsi 515 

bis 533 

Triticum 393, 476, 487 

Triton 393 

Trivalente 137, 382, 389 

TroFimow 51 

Trollius 263 
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Tropidonotus s. Natrix 

TscHERMAK-Wokss, E. 229, 230, 237, 241, 
250, 253, 254, 257—263, 497—502 
(DNS-Reproduktion in der Endo- 
mitose), 620 

Tucker, K. W. 531 

Tulipa 144, 385, 389, 490 

Turdus 56—58 

TuzetT, O. 205 


Ussets, G. A. 7, 38, 39, 53 

Upagawa, T. 50, 55—57 

Unricu, H. 302 

UNGER 39, 50, 56, 57 

Univalente (s.a. Chromosomenpaarung) 
137, 369—375, 377, 379—384, 389, 
399, 463—465, 467, 471—473, 477, 
478, 603 

Univalenz und Chromosomenmorphologie 
523—525, 529 

Urcott, M. B. 144, 148, 385, 387, 389, 
391, 392, 394, 475 

Uredinales 118, 130 

Urtica 259, 260 

Ustilago 261 

Uvarov 273 


VaaraMa, A. 397 
VaLencta, J. 561 
VANDEL, A. 105 
VANDERLYN, L. 537 
Vazart, B. 228, 261 
VENDRELY, C. 426, 686, 687, 691 
VENDRELY, R. 426, 686, 687, 691 
VeEneEMA, G. 679-—685 (Influence of ex- 
tracts from cigarette-smoke of mitosis 
in Allium) 
VICHET, DE G. 274, 275 
Vicia 351, 424, 449, 501 
— faba, Bruchverteilung nach LEin- 
wirkung verschiedener Mutagene 
163—177 
— —, DNS/Arginin-Verhaltnis 686—706 
VITAGLIANO, G. 448 


WanppineTon, C. H. 225, 568, 576 

Waaer, H. 130 

Waaner, G. 204 

WaHRMAN 273 

WatkeEnR, P. M. B. 686, 691, 694, 700 

WaLuBRuny, H. M. 545, 567 

Watters, J. L. 385, 388, 389, 392 

Watters M. S. 386—390, 393, 396, 474, 
475, 608 
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WaRREN, D. C. 52 

WEINSTEIN, A. 160 

Wetr, D. R. 613 

Wenricu, D. H. 577 

WERNER 50 { 

WEst, C. 430, 449, 450 | 

WESTERGAARD, M. 4 

WHEELER, M. R. 531 

WuirE, M. J. D. 12, 39, 50, 58, 62, 65, 99, 
100, 105, 291, 301, 302, 317, 328, 329, 
331, 353, 537, 576, 591, 603, 607, 614, 
615, 636 

WHITTINGHILL 566 

Wicxkzom, T. 31 

Wiuxins, M. H. F. 687, 693 

Witson, E. B. 99, 100 

Witson, J. Y. 837—354 (Temperature 
effect on chiasma frequenz in Endy- 
mion) i 

Worr, B. E. 572, 621, 637 i 

Wo may, M. 689 | 

Woops, P. S. 303, 431, 432, 691 

WUNDERLICH, R. 262 


X-Chromosomen (s. a. ‘Geschlechtschro- 
mosomen), cytogenetische Struktur 
bei Drosophila 545—561 } 

Xanthocephalus 57, 58 


Y-Chromosom (s. a. Geschlechtschromo- 
somen), cytogenetische Struktur bei 

Drosophila 545—561, 577, 578 

— bei Solenobia 83, 86—111 

Yamasaki, N. 454—460 (Differentielle 
Farbung der Metaphase I Chromo- 
somen von Cypripedium) 

Yamasuina, Y. 3, 32, 39, 40, 44, 50, 51, 
55—57, 63, 65 

Yao, F. S. 2, 223, 225 

Yates, H. B. 686, 694 

Yosrpa, T. H. 3 


Zea 144, 158, 160, 161, 385, 394, 400, 401, 
489, 490, 608, 611 

Zellfusion bei Basidiomycetes 117 

Zellkern s. Nucleus 

Zellteilung (s. a. Meiose, Mitose), differen- 
tielle 200 

Zellwandbildung, defekte bei Achillea 467, 
471, 476, 477, 486, 492, 493 

Zigarettenrauch-Extrakte, Effekt auf 
Wurzelspitzenmitosen 679—685 























